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La contaminación ambiental es uno de los mayores retos a los que se enfrenta el 
mundo actual. A medida que el impacto de las actividades humanas y los problemas de 
salud ambiental se convierten en globales en escala y extensión, la necesidad de 
identificar y hacer frente a los riesgos para la salud asociados a la contaminación se 
vuelve más urgente. Sin embargo, para realizar una actuación eficaz hay que comprender 
no sólo la magnitud del problema, sino también sus causas y los procesos subyacentes, 
pues solo así puede esa intervención enfocarse a donde más se necesita y donde puede ser 
más efectiva. 
El parque Nacional de Doñana (PND), fundado en 1969 y declarado Patrimonio 
de la Humanidad en 1981, es un ecosistema de marismas, arroyos y dunas de arena 
situado en la desembocadura del río Guadalquivir (SO de España), que alberga millones 
de aves migratorias y especies en peligro de extinción. Las marismas del PND se 
alimentan de los arroyos de la Rocina, el Partido y el Guadiamar y del río Guadalquivir. 
A pesar de ser un espacio protegido, el PND se ve amenazado por la presencia de áreas de 
agricultura intensiva localizadas en sus inmediaciones y por los polígonos industriales 
ubicados en la ría de Huelva (40 km al Oeste). Es, por tanto, esencial el desarrollo de 
nuevas herramientas para una evaluación preventiva de la salud ecológica del PND  
Las respuestas a nivel molecular o celular en organismos centinela que habitan 
zonas contaminadas pueden dar información completa y biológicamente relevante del 
posible impacto de mezclas complejas de contaminantes tóxicos en la integridad del 
ecosistema. Ventajas importantes de esta aproximación son la capacidad de las especies 
bioindicadoras elegidas para detectar la aparición temprana diversas condiciones de estrés, 
y su utilidad para monitorizar la progresión o la regresión de esa perturbación ambiental a 
distintos niveles de organización biológica. Los biomarcadores "convencionales", como 
la medida de cambios de actividad de enzimas antioxidantes o biotransformadoras, tienen 
un sesgo importante para evaluar la contaminación, pues se centran solo en algunas 
respuestas biológicas, excluyendo otras cuya relación con la contaminación es aún 
desconocida. En contraposición, las tecnologías ómicas se están convirtiendo en una 
poderosa estrategia en estudios medioambientales. Las ómicas difieren de la investigación 
tradicional dirigida por hipótesis en que son aproximaciones para el descubrimiento de 
nuevas respuestas. En este sentido, la Proteómica Ambiental identifica las relaciones 
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entre los cambios de expresión de proteínas y la contaminación. La determinación de 
cambios en los perfiles proteicos puede proporcionar una muy valiosa información sobre 
los mecanismos de respuesta a la exposición a un contaminante o cualquier otro factor de 
estrés ambiental. La metabolómica es otro método eficaz para evaluar el estado de salud 
de los organismos basado en la identificación de metabolitos de bajo Mr, cuya producción 
y niveles varían con el estado fisiológico, patológico o de desarrollo de células, tejidos, 
órganos o el organismo completo. 
Este trabajo se ha propuesto desarrollar algunas de estas nuevas herramientas 
analíticas para evaluar la salud ambiental de los ecosistemas que rodean al PND, para dar 
respuesta a la preocupación social originada por la supuesta presencia de contaminantes 
en el corazón del Parque. Se utilizó Procambarus clarkii como especie bioindicadora. 
Este crustáceo decápodo (cangrejo rojo) fue introducido en 1973 en la cuenca baja del 
Guadalquivir (SO España), donde su población alcanzó alta densidad. Su largo ciclo de 
vida, amplia distribución geográfica y sedentarismo, hacen de esta especie un buen 
bioindicador para evaluar los efectos de los contaminantes, tanto en condiciones 
controladas como en entornos reales. 
Considerando las distintas actividades antropogénicas que amenazan al PND y 
las vías por las que los contaminantes pueden acceder a él, se capturaron ejemplares de P. 
clarkii en puntos clave de varios de los arroyos que alimentan los acuíferos del PND, y 
que traen aguas desde zonas urbanas o donde se practican labores de agricultura intensiva 
situadas en los alrededores. Al NE, las capturas se hicieron en la zona del Matochal 
(MAT) en las marismas entre el Guadiamar y el Guadalquivir, donde están los campos 
que producen la mayor parte del arroz de nuestro país. Hacia el NO, se capturaron 
animales en los arroyos del Partido (PAR) y la Rocina (ROC), donde se cultivan cítricos 
y fresas y se usan grandes cantidades de agroquímicos. Como referencia se capturaron 
animales en una laguna del interior del Parque (LP), en principio, alejada de las fuentes 
de contaminación. 
Hay una enorme deficiencia de conocimiento acerca de cómo la contaminación 
por agroquímicos está afectando la calidad medioambiental del Parque, pues este tipo de 
contaminación es difusa y difícil de evaluar. La agricultura convencional utiliza gran 
cantidad de productos agroquímicos (fertilizantes, herbicidas, insecticidas, pesticidas) que 
Resumen/Abstract 
5 
pueden causar la entrada inadvertida de metales pesados en el medio ambiente. Los 
metales son muy tóxicos para la vida acuática, ya que persisten en el ambiente y se 
acumulan en los organismos, por lo que se magnifican sus efectos a través de la cadena 
alimentaria. Varios estudios han demostrado que las especies reactivas de oxígeno y el 
estrés oxidativo juegan un papel clave en la toxicidad y carcinogenicidad de los metales, 
pues la exposición a metales afecta a los orgánulos y componentes celulares, como la 
membrana celular, mitocondria, lisosomas, retículo endoplasmático, el núcleo y algunas 
enzimas implicadas en el metabolismo, la desintoxicación y reparación del daño al DNA. 
Se usó la metodología ICP-MS para analizar el contenido de metales en tejidos 
de P. clarkii y los sedimentos de las zonas donde viven y que pueden ingerir, 
encontrándose una correlación directa entre los niveles de metales de la glándula 
digestiva y branquias y de los sedimentos. También se analizaron los daños oxidativos de 
lípidos y proteínas (carbonilación) y se midieron los niveles de tioles reversiblemente 
oxidados en residuos Cys proteicos, como indicadores de alteraciones en rutas de 
señalización controladas por el estatus redox celular. La acumulación de metales 
esenciales o tóxicos en los animales iba en paralelo con la cantidad de daños observados 
en lípidos y proteínas, y con una importante desregulación del estado de oxidación de 
tioles de muchas proteínas implicadas en estrés del retículo endoplásmico, defensa 
enzimática antioxidante, desbalance de la respiración mitocondrial, disminución de la tasa 
glucolítica y en un cambio metabólico que dirige la glucosa hacia la ruta de las pentosas 
fosfato, para generar poder reductor necesario para que funcionen las enzimas 
antioxidantes y el metabolismo de la glucosa.  
Para profundizar en el conocimiento de las alteraciones metabólicas causadas 
por la contaminación ambiental en los tejidos de P. clarkii, se llevó a cabo un estudio 
mediante proteómica cuantitativa (2DE-DIGE) para identificar cambios en los niveles de 
expresión de proteínas que pudieran dar nueva información sobre los mecanismos de 
toxicidad que se generan tras la exposición a contaminantes. Los cangrejos de zonas 
contaminadas presentaron alteraciones en los niveles de proteínas implicadas en el estrés 
oxidativo, procesos inflamatorios y de regulación epigenética de la expresión génica. En 
estos cangrejos se detectó un cambio metabólico dirigido hacia la glucolisis aerobia, para 
generar ATP y NADPH en una situación de estrés oxidativo que altera la integridad 
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mitocondrial. Estas proteínas diferencialmente expresadas podrían servir como 
biomarcadores de exposición, además de permitir identificar los procesos metabólicos y 
fisiológicos alterados por los contaminantes presentes en PND y sus alrededores. 
Por último, para obtener información más completa sobre la respuesta 
bioquímica de P. clarkii a la exposición crónica a contaminantes ambientales, se usó la 
metabolómica como un método eficaz para evaluar el estado de salud de los organismos. 
Los resultados del estudio metabolómico mediante espectrometría QqQ-TOF-MS, 
corroboran y complementan los datos proteómicos. Los metabolitos cuyos niveles se 
vieron alterados por contaminación indicaban estrés oxidativo, disfunción metabólica y 
dislipidemia. 
Los estudios a gran escala utilizando ómicas se han aplicado con éxito para 
explorar las diferencias en la abundancia de metabolitos y proteínas y de modificaciones 
post-traduccionales que pueden sufrir éstas. Integrados con los datos bioquímicos, los 
resultados presentados en esta tesis dan un nuevo punto de vista sobre los procesos 
celulares que ocurren en células de organismos expuestos a contaminantes ambientales. 
La integración de las distintas aproximaciones omicas empleadas permite establecer que 
la exposición crónica de cangrejos de río P. clarkii a la contaminación provoca cambios 
en muchas funciones fisiológicas relacionadas con la defensa contra el estrés oxidativo, 
tales como el estrés del retículo endoplasmático, la inflamación y la respuesta inmune, y 
cambios en el metabolismo energético para adaptarse a una situación en la que la función 
mitocondrial se ve comprometida por el daño oxidativo en lípidos y membranas 
biológicas. 
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Environmental pollution is one of the greatest challenges that the world is 
facing today. As the impact of human activities and issues of environmental health 
become global in scale and extent, the need to recognize and to address health risks 
associated with environmental pollution becomes more urgent. Effective action, however, 
requires an understanding not only of the magnitude of the problem, but also its causes 
and the underlying processes, so that actions can be targeted where they are most needed 
and likely to have greatest effect. 
Doñana National Park (DNP), established in 1969 and declared a World 
Heritage Site in 1981, is an area of marsh, shallow streams and sand dunes located at the 
mouth of the Guadalquivir River (SW Spain), and shelters millions of migratory birds and 
endangered species. DNP marshes are fed by the Rocina, Partido and Guadiamar streams 
and by Guadalquivir River. Despite being a protected space, DNP is threatened by areas 
of intense agriculture located nearby, and by industrial settlements located at Huelva 
Estuary (40 km West). The development of new time and cost effective tools for 
predictive evaluation of DNP ecological health is hence, essential.  
Responses at molecular or cellular levels in resident organisms can provide 
complete and biologically relevant information on the potential impact of complex 
mixtures of toxic pollutants on the ecosystem. An important advantage of this approach is 
the ability of the selected bioindicator species to detect the early occurrence of stress 
conditions and its use to monitor the progression or regression of environment 
disturbance at several levels of biological organization. “Conventional” biomarkers, such 
as the activity of biotransforming or antioxidative enzymes, are quite biased for pollution 
assessment because they concentrate in few biological responses but exclude others 
whose relationship with pollution is still unknown. By contrast, direct omic approaches 
are becoming a powerful strategy in environmental studies. Omics differs from traditional 
hypothesis-driven research because it is a discovery-driven approach. Environmental 
Proteomics studies the relationship between pollution and protein expression changes. 
Proteome-associated profiling can provide a greater insight into the mechanism of a 
response to chemical contaminant exposure or to diverse environmental stressors. 
Metabolomics is also an effective approach to assess the health status of organisms via 
identification of low Mr metabolites, whose production and levels vary with the 
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physiological, developmental, or pathological state of cells, tissues, organs or whole 
organisms. 
This study aimed to develop some new analytical tools to assess the 
environmental health of the ecosystems surrounding DNP to give response to the social 
concern raised by the putative presence of contaminants at the DNP core. We have used 
Procambarus clarkii as the bioindicator species. This decapod crustacean (red crayfish) 
was introduced in 1973 into the lower Guadalquivir Basin (SW Spain), where it reached 
dense populations. Its long life-cycle, wide distribution, and sedentary lifestyle make it a 
good bioindicator species to assess the effects of contaminants, under controlled 
conditions and in real environments. 
Given the different human activities that threaten DNP and the paths followed 
by contaminants to access it, P. clarkii specimens were captured at key points of several 
streams that feed DNP aquifers, coming from the urban and/or intensive agriculture areas 
located nearby. To the NE, the marshes between the Guadiamar stream and Guadalquivir 
River (Matochal area, MAT) are responsible for most of the rice produced in Spain. To 
the NW, near the Partido (PAR) and the Rocina (ROC) streams, strawberry and citrus are 
cultured using large amounts of agrochemicals. Reference animals were captured in a 
lagoon inside the Park (LP), supposedly away from any contamination source. 
The most serious gap in the knowledge about environmental quality within 
Doñana is related to agrochemical pollution, as this type of contamination is diffuse and 
difficult to assess. Conventional agriculture is based upon a high input of agrochemicals 
(fertilizers, herbicides, insecticides, pesticides) that may cause the inadvertent addition of 
heavy metals to the environment. Metals are highly toxic for human and aquatic life, as 
they persist in the environment and progressively accumulate into the organisms, so their 
effects biomagnifies through the food chain. Several studies have demonstrated that 
production of reactive oxygen species and oxidative stress play a key role in the toxicity 
and carcinogenicity of metals, since metal exposure affects cellular components such as 
plasma membrane, mitochondria, lysosomes, endoplasmic reticulum, nuclei, and some 
enzymes involved in metabolism, detoxification, and repair of DNA damage.  
We analyzed by ICP-MS the metal contents in P. clarkii tissues and in the 
sediments where they dwell. Metal levels in P. clarkii digestive gland and gills reflect 
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sediment contents. We also analyzed the oxidative damage to P. clarkii lipids and 
proteins (carbonylation) and measured the level of reversibly oxidized thiols in protein 
Cys residues as an indicator of redox-driven signaling pathways alterations. 
Accumulation of essential and toxic metals was paralleled by clear signs of oxidative 
stress to lipids and proteins and by significant deregulation of many proteins involved in 
endoplasmic reticulum stress; antioxidative defense; mitochondrial respiratory imbalance, 
reduced glycolysis and a metabolic shift that diverts glucose into the pentose phosphate 
pathway to generate reducing power for antioxidant enzymes, and for glucose metabolism.  
To gain a deep insight into the metabolic alterations caused by environmental 
pollution in P. clarkii we used quantitative 2DE-DIGE proteomics to identify changes in 
the expression levels of proteins that might potentially provide new insights into toxicity 
mechanisms that are generated following exposure to contaminants. Polluted crayfish had 
altered levels of proteins involved in oxidative stress and epigenetic and inflammatory 
processes. They showed also a metabolic shift to enhanced aerobic glycolysis, to generate 
ATP and NADPH in an oxidative stress situation that altered mitochondrial integrity. The 
deregulated proteins may be useful as pollution biomarkers, and can also give insight 
about the metabolic pathways and/or physiological processes affected by pollutants in 
DNP and its surrounding areas. 
Finally, to acquire deeper information on P. clarkii response to chronical 
exposure to environmental pollutants, we used metabolomics as an effective approach to 
assess the health status of organisms. The QqQ-TOF-MS metabolomic results 
corroborated and completed the proteomic data. Several metabolites were discovered as 
potential pollution biomarkers, indicating oxidative stress, metabolic dysfunction, and 
dyslipidemia.  
Large-scale studies in the field of omics have been successfully applied to 
explore the differences in protein and metabolite abundance and post-translational 
modification of protein. Combined with biochemical data, the results presented in this 
Thesis provides a “fresh” view for the cellular processes that occur in organisms under 
environmental pressure. This integrative approach allows to establish that chronic 
exposure of P. clarkii crayfish to pollution causes changes in many physiological 
functions related to defense against oxidative stress, such as endoplasmic reticulum stress, 
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inflammation and immune response, as well as alterations in energy metabolism to adapt 
to a situation in which the mitochondrial function is compromised by oxidative damage to 
lipids and biological membranes. 
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Contaminación ambiental  
Se entiende por contaminación la presencia en el medio ambiente de uno o más 
contaminantes o cualquier mezcla de ellos con capacidad para degradar su calidad y 
perjudicar la flora, fauna, y/o el bienestar humano. Entre los distintos tipos de 
contaminantes, los químicos (aniones inorgánicos, metales pesados y compuestos 
orgánicos) constituyen el grupo más importante, debido a su gran número y 
omnipresencia en el medio ambiente. Se fabrican en la actualidad más de 140.000 
compuestos químicos diferentes, un tercio de los cuales son considerados perjudiciales 
para la salud, en el sentido de que se sabe, o se sospecha, que pueden causar cáncer, 
mutaciones, defectos al nacimiento o son tóxicos en general. La producción global de 
compuestos químicos es de unos 30 millones de Tm al año, calculándose que se triplicará 
para mediados de siglo (Fig. 1). Con todo, estos compuestos químicos son solo una 
pequeña parte de los contaminantes que cada año entran en los ecosistemas: 130 millones 
de Tm de nitrógeno y fósforo a consecuencia de la producción de alimentos o el 
ineficiente manejo de desechos; 400 millones de Tm de residuos peligrosos; 13 billones 
de Tm de combustible fósiles; 30 millones de Tm de residuos minerales; 35 billones de 
Tm de carbón y 75 billones de Tm de suelo superficial, la capa orgánica del suelo que se 
elimina de las zonas donde se desarrollan proyectos mineros 
1
.  
 
 
 
Figure 1. Projected growth in worldwide chemical production and global 
population through 2050  
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La contaminación se ha convertido en el más serio de los problemas 
medioambientales, suponiendo una enorme amenaza para la salud de personas y 
ecosistemas. Son numerosos los estudios que relacionan contaminación y desórdenes 
perinatales, mortalidad infantil, problemas respiratorios, alergia, tumores, enfermedades 
cardiovasculares, incremento de estrés oxidativo, disfunción endotelial, desórdenes 
mentales y un largo etcétera de enfermedades ligadas a la exposición a una cantidad 
creciente de compuestos en la atmósfera, en las aguas y los suelos, especialmente en áreas 
industriales y urbanas. Se estima que la contaminación se convertirá en la principal causa 
de mortalidad prematura en el mundo en torno al año 2050  (Fig. 2) 2.  
 
Figure 2. Global premature deaths from selected environmental risks: Baseline, 2010 to 
2050. 
 
La entrada de contaminantes a los ecosistemas suele ocurrir por una liberación 
no intencional: accidentes, catástrofes, aguas residuales, efluentes industriales, uso de 
biocidas, etc. En general, solo somos conscientes de los riesgos cuando se producen 
grandes catástrofes que causan la muerte de numerosos seres vivos. Sin embargo, aunque 
menos visble, es mucho más importante la entrada continua de contaminantes debido a 
los residuos urbanos e industriales, introducción de nuevos plaguicidas y fertilizantes en 
la agricultura intensiva, aumento y concentración de población en ciudades, regulación de 
cauces, actividades mineras, etc.  
Algunos de compuestos liberados al medio son degradados químicamente o por 
microorganismos, pero otros permanecen en suelos y agua y pueden entrar en los 
organismos expuestos a ellos y ser transferidos a los próximos niveles tróficos 
3
, 
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apareciendo sus efectos dañino, en ocasiones, mucho tiempo después. Por esta razón, el 
seguimiento medioambiental se está convirtiendo en algo de vital importancia para 
detectar dónde ocurre la contaminación, los contaminantes implicados, sus fuentes y para 
evaluar sus efectos sobre los seres vivos. 
La Tabla 1 se resume los principales tipos de contaminantes ambientales, que se 
comentan brevemente a continuación. 
 
Table 1 . Main types of pollutants in the environment 
 
Contaminantes orgánicos.  
Son resistentes a degradación medioambiental y persisten en el ambiente (se 
denominan persistent organic pollutants, POP), por lo que se acumulan en los 
organismos, principalmente en tejidos ricos en lípidos, resultan difícilmente excretables y 
acaban ejerciendo graves efectos nocivos sobre la salud de humanos y ecosistemas.  
Los policlorobifenilos (PCB) son contaminantes orgánicos polihalogenados 
estables a temperaturas elevadas, no inflamables, de baja conductividad eléctrica y 
resistentes a ácidos, bases y oxidación 
4
. Por estas propiedades se han usado como 
dieléctricos, fluidos lubricantes, de transferencia de calor, hidráulicos, retardantes de 
llama, y también como plastificantes en pinturas 
5
. Los PCB se encuentran entre los 
Pollutant type Source  
Organic pollutants  
PCBs Industry 
Aromatic hydrocarbons  
policíclicos  
Industry,  petroleum related activities 
Pesticides Agricultural activities  
Sewage water Urban areas, farms 
Detergents Industry, urban 
Sediments Industry, mining, urban 
Inorganic pollutants   
Metals  Industry, mining  
Organometalic compounds  Pantings 
Radionucleids  Nuclear power plants 
Asbests  Industry  
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contaminantes más persistentes en el medio debido a su gran estabilidad y su muy lenta 
biodegradabilidad (su vida media oscila entre los 10 y 15 años), por lo que actualmente su 
empleo está muy restringido, sobre todo en sistemas abiertos, donde no puede controlarse 
su dispersión.  
Dioxinas y furanos son los nombres vulgares de dos grupos de sustancias 
organocloradas, las policlorodibenzo-p-dioxinas (PCDD) y los policlorodibenzofuranos 
(PCDF), entre los que incluyen algunos de los compuestos más tóxicos conocidos en la 
actualidad. Son productos secundarios generados durante la síntesis de otros compuestos. 
Tienen elevada persistencia y son fácilmente bioacumulables 
4
 
6
. 
Los hidrocarburos aromáticos policíclicos (PAH) (polycyclic aromatic 
hydrocarbons, PAHs) son compuestos con varios anillos bencénicos, poco solubles en 
agua y fácilmente acumulables en tejidos grasos, que se generan por combustión 
incompleta de derivados del petróleo. Muchos PAH, como el benzo(a)pireno y el 
benzo(a)antraceno se convierten en potentes mutágenos y carcinógenos cuando actúan 
sobre ellos enzimas biotransformadoras como los citocromos 
7
.  
Los plaguicidas se usan ampliamente para combatir los parásitos de cultivos, 
ganado, animales domésticos, del hombre y del ecosistema en general. El enorme 
beneficio de estos compuestos sobre la abundancia y calidad de cultivos y ganados 
contrasta con los problemas de carácter medioambiental derivados de su uso. Los 
plaguicidas organoclorados se caracterizan por su baja solubilidad en agua y su gran 
liposolubilidad. Son muy persistentes y bioacumulables, más que el resto de los 
plaguicidas. Ello llevó a su prohibición hace ya más de 40 años en los países 
desarrollados, aunque se siguen usando para el control de la malaria y de la enfermedad 
causada por el virus Zica, en países tropicales productores de buena parte de los alimentos 
que se consumen en otros lugares del mundo. Otro importante grupo son los 
organofosforados, derivados de los ácidos fosfórico y tiofosfórico.  Aunque algunos 
tienen alta toxicidad, se consideran en conjunto más aceptables que los halogenados 
desde el punto de vista medioambiental, por su corta vida y escasa bioacumulación
8
. Los 
carbamatos, derivados del ácido carbámico, se suelen usar si los organofosforados no son 
efectivos. Al igual que los organofosforados, no son muy persistentes en el medio 
ambiente ni muy bioacumulables, por lo que su uso está autorizado 
8
. 
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Metales  
Entre los contaminantes potencialmente más tóxicos para el medio ambiente se 
encuentran los metales pesados como cadmio (Cd), cobre (Cu), cromo (Cr), mercurio 
9
, 
manganeso (Mn), níquel (Ni), plomo (Pb) y metaloides como arsénico (As). Dichos 
elementos forman parte de los ciclos biogeoquímicos, que determinan su presencia y 
concentración en agua, aire, suelo y biota. Las actividades de origen antropogénico 
(minería, procesos industriales, agricultura, transporte), los vertidos accidentales y 
procesos naturales como la actividad volcánica, la meteorización química y la ventilación 
oceánica, alteran estos ciclos y modifican la concentración de los metales, que se 
distribuyen por todos los niveles de los ecosistemas, poniendo en peligro a éstos y a todos 
los organismos que los habitan. 
La elevada toxicidad de los metales radica en su alta persistencia, rápida 
acumulación en los organismos vivos, formación de asociaciones químicas complejas y 
reactividad 
10, 11
. A nivel celular, los metales pesados generan, entre otros daños, especies 
reactivas del oxígeno que provocan estrés oxidativo y daños a biomoléculas, llegando a 
comprometer seriamente la homeostasis celular y desencadenando diversos mecanismos 
compensatorios a nivel molecular que pueden servir para medir su presencia en el medio 
y el el grado de exposición del organismo 
12-21
.  
 
Evaluación de la calidad ambiental: Bioindicadores y 
biomarcadores 
Indicadores de contaminación ambiental 
El impacto de los contaminantes en los ecosistemas se puede evaluar mediante 
diferentes metodologías. Tradicionalmente se ha utilizado la valoración físico-química de 
la presencia del contamínate en el medio, estableciéndose umbrales de concentración para 
algunas sustancias tóxicas como indicadores de calidad ambiental. Pero los efectos de la 
entrada de contaminantes a un ecosistema pueden persistir mucho después de que los 
parámetros físico-químicos hayan vuelto a la normalidad (los ecosistemas necesitan 
tiempo para recuperarse). La información obtenida a través de los análisis químicos no es 
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suficiente para conocer la contaminación de un ecosistema, pues estos análisis precisan: 
(i) que se conozca previamente cuáles son los contaminantes presentes, (ii) sólo detectan 
los contaminantes que se encuentran a concentraciones superiores a los límites de 
detección de cada técnica, (iii) no informan de posibles interferencias y, sobre todo, (iv) 
no informan sobre los efectos biológicos de los contaminantes 
20
. Esta información se 
consigue gracias a la biomonitorización, mediante el análisis en un organismo vivo, de 
una serie de parámetros biológicos cuya alteración respecto a las condiciones naturales 
indica una perturbación del ecosistema, informando así tanto de la presencia (de hecho, 
algunos procesos de contaminación se detectan mejor por un seguimiento biológico 
22
) 
como del efecto de los contaminantes en los seres vivos 
5
.  
Bioindicadores 
Un bioindicador es un organismo o un conjunto de ellos que responden a la 
variación de un determinado factor abiótico o biótico del ecosistema, de tal manera que la 
respuesta queda reflejada en el cambio de valor de una o más variables; estas variables o 
características, se denominan biomarcadores. Los bioindicadores deben ser organismos 
muy sensibles a su ambiente, que cambian aspectos de su forma o de sus funciones 
biológicas y que desaparecen o, por el contrario, prosperan ante la contaminación de su 
medio. Un bioindicador ideal debe tener amplia distribución; ser una especie no protegida, 
con progenie relativamente abundante, que permita una captura/recolección fácil; ser sésil 
o vivir en territorio restringido y ser bien conocido a nivel bioquímico y fisiológico 
23
. 
Los biondicadores biológicos pueden medir la salud de un ecosistema actuando 
como indicadores ecológicos, permitiendo medir parámetros que describen la estructura y 
funcionamiento de los ecosistemas 
24
. También pueden dar información sobre las 
condiciones ambientales de su hábitat con su presencia/ausencia o cambios de conducta. 
Pero muchas veces los contaminantes causan alteraciones sin efectos visibles externos 
que requieren el uso de biomarcadores, cuyos niveles proporcionan información sobre la 
exposición, la posible interacción de los contaminantes (antagonismos, sinergias, efectos 
aditivos) y las transformaciones de las sustancias al ingresar en los organismos
5, 8, 20
.  
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Biomarcadores 
Los biomarcadores se definen como parámetros medidos en fluidos biológicos, 
células, tejidos o animales que indican en términos bioquímicos, celulares, fisiológicos o 
energéticos la presencia de contaminantes, sus efectos biológicos o los riesgos de su 
presencia en los ecosistemas 
7, 20
. Son numerosos y diversos los parámetros que se han 
venido usando como bioindicadores: bioacumulación de contaminantes, tasas de 
respiración y otros parámetros fisiológicos, alteraciones en el comportamiento, la calidad 
de la cáscara del huevo, el blanqueamiento del coral, etc. La Tabla 2 resume algunos 
biomarcadores habituales de contaminación correspondientes a diferentes niveles de 
organización y sus capacidades de detección. Entre ellos, los biomarcadores moleculares 
y celulares son los de mayor significado toxicológico, los más sensibles y los primeros 
que se alteran, por lo que sirven como alertas tempranas ante los efectos ambientales de 
los contaminantes y avisan antes de que el ecosistema sufra daños irreversibles.  
 Table 2: Some conventional biomarkers 
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La Fig.3 muestra los tipos de biomarcadores moleculares pertenecientes a 
distintos niveles de organización y tiempos de respuesta biológica a la exposición a 
sustancias toxicas. 
 
Figure 3. Scheme representing the 
responses of biomarkers from different 
levels of organization due to exposition 
to toxic substances  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Un biomarcador ideal debería ser específico para un compuesto químico o un 
reducido número de ellos, detectable en pequeñas cantidades mediante técnicas baratas y 
de fácil manejo, asociado a una exposición anterior y con buen valor predictivo para un 
estado de alteración específico 
25
. Aunque algunos biomarcadores son bastante 
específicos, tales como la inhibición de la enzima δ-aminolevulínico deshidratasa por Pb 
20
, la mayoría son inespecíficos, pudiendo dar lugar a resultados falsos. Por ello es preciso 
emplear una batería de biomarcadores, cuyos resultados se complementen, cuando se 
pretende dar una respuesta integrada a episodios de estrés ambiental 
5
. Los biomarcadores 
son usados en programas de biomonitorización, cuyos objetivos pueden ser la vigilancia 
de zonas afectadas o libres de contaminación, la evaluación de riesgos en vertidos 
peligrosos en zonas de descarga frecuente o la comprobación de la efectividad de las 
medidas adoptadas tras un episodio de contaminación. El éxito de un estudio de 
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biomonitorización ambiental requiere un cuidadoso diseño y un plan de ejecución que 
incluya los pasos indicados en la Fig. 4. 
 
Figure 4. Schematic representation of the different biomonitoring stages 
Biomarcadores convencionales 
Los biomarcadores moleculares o celulares responden rápidamente al estrés, 
tienen gran significado toxicológico y sirven como alertas tempranas ante los efectos 
ambientales de los contaminantes, ya que se manifiestan antes de que los ecosistemas 
sufran daños irreversibles. Tradicionalmente se han venido utilizando como 
biomarcadores moleculares aquellos que detectan la inducción de sistemas antioxidativos 
o biotransformadores, la expresión de sus correspondientes genes, los niveles de 
biomoléculas dañadas o el aumento de actividad de los mecanismos de reparación.  
Estrés oxidativo, daños a biomoléculas y sistemas antioxidantes 
Los organismos aerobios han desarrollado mecanismos para utilizar O2 como 
aceptor final de electrones en la respiración celular, un sistema de producción de energía 
altamente eficiente que genera hasta a36 moléculas de ATP por molécula de glucosa 
oxidada. Esta ruta metabólica supuso una gran ventaja evolutiva para los organismos 
aerobios, pero trajo, como efecto colateral, la producción intracelular de radicales libres y 
especies reactivas de oxígeno y nitrógeno ROS/N (Tabla 3) debido a que pequeñas 
cantidades de O2 (~5%) pueden ser metabolizadas por otras vías, catalizadas 
Ricardo Fernandez Cisnal. Tesis Doctoral 
22 
enzimáticamente o no, que implican etapas secuenciales de reducción monovalente del 
oxígeno (Fig. 5) 
26, 27
.  
 
Table 3. Some free radicals and their generation mechanisms 
 
Entre estas ROS/N, inestables y en la mayoría de los casos con un electrón 
desapareado (radicales libres), destacan por su alta reactividad química los radicales 
anión superóxido (O2
-
); hidroxilo (OH

), peroxilo (RO2

) y alcoxilo (RO

) y otros 
derivados como el peroxinitrito (ONOO
-
) y el peróxido de hidrógeno (H2O2). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Free Radical Most common reaction that causes 
•O2 - Superoxide radical NADPH + 2 O2 → NADPH +  H
+
  +   2 •O2 - 
•OH- Hydroxyl radical •UQ- + H2O2 → UQ + •OH + •OH
-
 
RO
2 •  Peroxyl radical LH + RO2 • → L• + H2O  
RO•  Alkoxy or phenoxy radical R• + O2 → RO•  
L•  Radical lipid peroxide L O
2• + LH → LOOH + L•  
•NO2  Nitric oxide radical •OH + NO
2 -→ OH- + •NO2  
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Figure 5. Generation of reactive oxygen and nitrogen species by monoelectronic 
reduction of O2. Approximately 95% of the oxygen consumed in mitochondria is 
converted to water while 5% undergoes one electron reduction to superoxide, 
origin of several other ROS/N. Redox enzymes are denoted in blue. 
 
Numerosas reacciones químicas conllevan la producción de O2
-
, como la 
oxidación de pequeñas moléculas endógenas (semiquinonas, flavinas, tioles, 
catecolaminas) y de metales de transición; actuación de oxidasas y deshidrogenasas 
(NADPH-citocromo P450 reductasa, NADH oxidasa, xantina oxidasa) y las implicadas en 
las cadenas de transporte electrónico del retículo endoplásmico (sistema de 
monooxigenasas) y de las mitocondrias. Asimismo, se produce O2
- 
durante el 
metabolismo de algunos xenobióticos, como quinonas (benzo(a)pireno), bifenilos 
(paraquat) en procesos de ciclado redox 
28, 29
.  
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El peróxido de hidrógeno (H2O2) es la forma menos reactiva de todas las ROS, 
pero participa en numerosas reacciones que dan lugar a la generación de radicales libres. 
Además, el H2O2 atraviesa con suma facilidad las membranas biológicas, pudiendo dar 
lugar a reacciones de oxidación en puntos de la célula alejados de su lugar de producción. 
Se puede formar por dismutación espontánea o enzimática (catalizada por la superóxido 
dismutasa) del anión superóxido, o por reducción dielectrónica directa del O2 catalizada 
por diversas enzimas (ácido graso oxidasa, aminoácido oxidasas, etc.) 
30
. Por el contario, 
el radical hidroxilo (OH
•
) es una de las especies químicas más reactivas que se conocen. 
Su vida media es muy corta, reaccionando solo cerca de su lugar de formación, pero lo 
hace con la mayoría de biomoléculas. Su origen está en la lisis del agua o del H2O2 por 
radiaciones ionizantes o mediante la reducción de éste por iones de metales de transición 
(reacción de Fenton, Fig. 6) 
28
.  
 
 
 
 
 
 
Figure 6. Schematic diagram illustrating the metal-mediated formation of free 
radicals in the Fenton´s reaction. 
 
La generación de ROS/N es algo normal en la célula donde participan en 
funciones fisiológicas como la fagocitosis, útil para la defensa contra agentes invasores, o 
en diversas cascadas de señalización celular 31 16. Sin embargo, y especialmente cuando 
están en exceso, también pueden dar lugar a reacciones de oxidación indeseadas contra 
las cuales los organismos han desarrollado defensas antioxidantes 18 16.  
 El sistema antioxidante está constituido por múltiples líneas de defensa 
celulares frente a las ROS. En el nivel de defensas antioxidantes enzimáticas 
encontramos enzimas como las superóxido dismutasas, catalasas o glutatión peroxidasas. 
Las superóxido dismutasas (SOD) dismutan el anión superóxido: 2 O2
•-
+ 2 H
+↔ H2O2+ 
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O2. En eucariotas hay isoenzimas con Cu y Zn (CuZn-SOD) de localización citosólica 
inhibibles por cianuro, y otras que contienen Mn (Mn-SOD), localizadas en la matriz 
mitocondrial e insensibles al cianuro 
30
. La actividad SOD es inducible en diversos 
organismos tanto por contaminantes como por la exposición a altas concentraciones de O2 
20, 26
. La catalasa (CAT), con un grupo hemo en su sitio activo, está presente en todos los 
organismos aerobios de eucariotas 
28
. Dismuta el peróxido de hidrógeno en agua y 
oxígeno:  2 H2O2 ↔ 2 H2O + O2. La catalasa es más efectiva en situaciones de exceso de 
ROS, cuando el contenido de glutatión está limitado, mientras que a niveles bajos de ROS 
actúan mejor el sistema glutatión peroxidasa 
32
 y el de las peroxirredoxinas, que controlan 
los niveles del H2O2 mediando de este modo en la transducción de señales 
33
. Las 
glutatión-peroxidasas catalizan la reducción de peróxidos orgánicos y de hidrógeno, 
usando GSH: R-OOH + 2 GSH ↔ R-OH + GSSG + H2O. Estas enzimas juegan un papel 
importante en la protección de la célula frente al daño oxidativo evitando la peroxidación 
lipídica 
34
. 
Diversas moléculas actúan como defensas antioxidantes no enzimáticas. Son 
moléculas de origen no proteico capaces de neutralizar las ROS/N, ya sea por su carácter 
reductor, por su capacidad de secuestrar metales que intervienen en su formación o por 
actuar como cofactores de antioxidantes enzimáticos. Entre ellos destacan el glutatión 
reducido (GSH), los carotenoides y flavonoides, la taurina y los ácidos úrico, ascórbico 
(vitamina C) y el alfa-tocoferol (vitamina E), entre otros 
35
. 
Los sistemas enzimáticos auxiliares se encargan de mantener niveles adecuados 
de NADPH y GSH. Entre las que regeneran NADPH destacan la glucosa-6-P 
deshidrogenasa y la 6-P-gluconato deshidrogenasa, implicadas en la ruta de las pentosas 
fosfato 
36
. También la isocitrato deshidrogenasa, que produce NADH en el ciclo de Krebs, 
contribuye a producir NADPH mediante el sistema de interconversión de dinucleótidos 
de piridina 
37
. Relacionadas con el GSH están la glutatión sintasa, encargada de su 
síntesis y la glutatión reductasa, que reduce GSSG a GSH. La NADPH-quinona 
oxidorreductasa o diaforasa cataliza la reducción divalente de quinonas a hidroquinonas, 
evitando así la producción de anión superóxido y el consumo exagerado de NADPH 
38
. 
En este grupo se incluyesn los sistemas de transporte de GSSG y de reparación de daños 
en el DNA 
36
.  
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La actuación conjunta de estos sistemas antioxidantes evitan que las ROS 
causen daños oxidativos a los componentes de la célula 
16
 y, como consecuencia, muerte 
celular y diversos estados patológicos 
39
. El ataque oxidativo a lípidos se denomina 
peroxidación lipídica, y comienza cuando un radical libre ataca a un carbono de la cadena 
alifática de un ácido graso, haciendo que se desprende un átomo de hidrógeno y se forme 
un radical alquílico: L1H + OH
•↔ L1
•
 + H2O. Este radical reacciona seguidamente con O2 
generando un radical peróxido: L1
•
+ O2 ↔ L1OO
•
. Los radicales peróxido pueden 
reaccionar, a su vez , con cadenas laterales de ácidos grasos adyacentes, formando un 
radical alquílico y un peróxido lipídico: L1OO
•
+ L2H ↔ L1OOH + L2
•
 y desencadenando 
una reacción en cadena 
40
. Si los lipohidroperóxidos (L1OOH) formados no se eliminan, 
pueden dar lugar a otros radicales (LO•) lo suficientemente reactivos como para atacar 
otras biomoléculas 
26
 y causar enfermedades como anemia hemolítica, distrofia muscular 
o cirrosis hepática.  
Las proteínas absorben ~70% de las ROS, lo que provoca cambios covalentes 
en las cadenas laterales de sus aminoácidos. La oxidación de proteínas puede ser directa o 
indirecta y acabar causando roturas de anillos en residuos de His 
41
 y Trp o del enlace 
peptídico a nivel de Pro. Las modificaciones directas consisten en nitrosilaciones, 
carboxilaciones, formación de puentes disulfuro y glutationilación. Las modificaciones 
indirectas ocurren debido a la interacción de las proteínas con productos de la 
peroxidación lipídica. La carbonilación de proteínas se usa, a menudo, para evaluar el 
grado de oxidación proteica en la célula 
42
, como veremos en el Capítulo 3. La formación 
de puentes disulfuro entre los grupos tiólicos (–SH) de los residuos de Cys de las 
proteínas o de éstos con otros tioles de bajo peso molecular como el glutatión reducido 
(GSH), puede conducir a la inactivación temporal de enzimas 
28
 y a la alteración del 
estado redox intracelular 
 
(Fig. 8)
43-50
. 
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Figure 8. Total contribution of protein modifications to oxidative status in cells. If 
the ROS/N supply is limited, protein modifications mean intracellular communication 
and eventually the start of a real oxidative stress response. A ROS/N excess, not 
countered by scavenger species, causes protein carbonylations, the formation of 
reactive groups, backbone cleavage, protein unfolding, and loss of function. A severe 
ROS imbalance inside the cell leads an alteration of cellular function and even to 
cellular death. 
El DNA también es susceptible de daño oxidativo 
27, 51
. Este daño incluye roturas 
de cadena doble y sencilla, deleciones, cambio de bases, aberraciones cromosómicas e 
intercambio de cromátidas hermanas. Todas ellas pueden conducir a la aparición de 
mutaciones. El radical hidroxilo, procedente del metabolismo celular o producido en 
situaciones de estrés oxidativo, es un intermediario importante.. El número de productos 
formados como consecuencia del ataque a las bases del DNA por radicales libres supera 
la veintena. El más estudiado es la 8-hidroxi-2´-desoxiguanosina (8-oxodG) formada por 
el ataque del radical hidroxilo al nucleótido dG y que es causa una transversión GC→TA 
cuando el DNA dañado se replica. Los niveles de 8-oxodG son habitualmente usados 
como biomarcador de contaminación y estrés oxidativo 
52, 53
. 
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Estrés oxidativo asociado a la exposición a metales 
La elevada toxicidad de los metales pesados radica en su elevada persistencia en 
el medio, su notable acumulación en los organismos vivos y su capacidad de reacción y 
formación de especies químicas más complejas 
54, 55, 56
. Metales pesados como Cd, Cu, Cr, 
Hg, Mn, Ni, Pb y metaloides como arsénico As se encuentran entre los contaminantes 
potencialmente más tóxicos para el medio ambiente. 
Tanto los metales esenciales (Fe, Cu, Zn) como los no esenciales y tóxicos (Cd, 
Cr, As) pueden ejercer funciones pro- o anti-oxidantes. Mientras las antioxidantes 
estarían esencialmente asociadas a las de las enzimas antioxidantes de las que forman 
parte, sus acciones pro-oxidantes sese producen por generación de ROS (Fe, Cu, Cr, V), 
por reacción con grupos tiólicos (Hg, Ni, Pb y Cd) o por otros mecanismos, como el 
desplazamiento de metales fisiológicos de sitios activos de enzimas 
57, 59-61
.  
Hierro: En forma de hemoproteínas o centros sulfoférricos, el Fe es el metal de transición 
más abundante en la célula. Se ha descrito que el Fe de la hemoglobina puede 
contrarrestar los efectos tóxicos del Pb al evitar competitivamente la unión del Pb a sitios 
activos de enzimas como la ácido δ-aminolevulínico deshidratasa y la ferroquelatasa 57. 
Sin embargo, el Fe tiene una flexibilidad inusual para servir tanto de donador como de 
aceptor de e
-
. Esta propiedad, que lo hace ser un elemento esencial, también es 
responsable de su toxicidad, pues cataliza reacciones que generan radicales libres. 
Cobre: Actúa como cofactor de diversas proteínas y enzimas necesarias para la 
maduración y ensamblaje de enzimas en diferentes orgánulos celulares (ceruloplasmina y 
tirosinasa en el aparato de Golgi o citocromo c oxidasa en las mitocondrias). La absorción 
del Cu se produce de manera controlada a través de transportadores específicos de la 
membrana plasmática 
62,63
, pues su presencia en exceso en la célula conlleva generación 
de ROS y desplazamiento de iones metálicos esenciales de sitios activos de algunas 
enzimas, que pierden su estructura tridimensional y su función 
64
. Por ello, su ingesta, 
distribución, utilización y excreción son procesos estrictamente regulados en el 
organismo 
57
 
Zinc: Es esencial como ion catalítico, estructural y regulador del crecimiento y el 
desarrollo de microorganismos, plantas y animales. Como cofactor de la SOD, actúa 
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protegiendo las estructuras biológicas de daños causados por radicales libres, ayudando a 
mantener niveles adecuados de esta enzima y de otras como las metalotioneínas, 
favoreciendo la excreción de metales como Pb, As, etc., y suprimiendo el efecto tóxico 
del Hg. Se le atribuye asimismo una función antioxidante propia por su capacidad de 
bloquear sitios cargados negativamente, lo que impide la peroxidación lipídica 
65
. A pesar 
de sus efectos positivos, niveles elevados de Zn causan desplazamiento de metales 
esenciales como el Se de sitios activos de enzimas que ven su función fisiológica alterada 
(57
 
y ref. que cita)
  
Cadmio: Es uno de los metales pesados más tóxicos que existen y casi imposible de 
excretar, pese a lo cual se usa ampliamente en industrias diversas. El Cd tiene la 
capacidad de unirse a aminoácidos como Cys, Glu, His o Asp y de desplazar de los sitios 
activos enzimáticos a metales esenciales como Fe y Zn, causando deficiencia de estos 
metales e inhibiendo la capacidad secuestradora de metales de las metalotioneínas 
66
. 
Cromo: Algunas especies de Cr son fuertes oxidantes capaces de reaccionar con agentes 
reductores como los grupos tiólicos o el ascorbato dando lugar a ROS. El Cr está 
catalogado como carcinógeno en humanos 
15
 . 
Arsénico: Metaloide tóxico y carcinogénico que reacciona con grupos sulfhidrilos 
causando mal funcionamiento de enzimas implicadas en múltiples procesos celulares. El 
As es biometilado generando derivados que, en ocasiones, son mucho más tóxicos y 
responsables de la carcinogenicidad de este metaloide 
57
.  
Destoxificación de xenobióticos 
Los contaminantes orgánicos acumulados en las células pueden sufrir procesos 
bioquímicos denominados en conjunto biotransformación, que pretenden hacerlos más 
polares y facilitar su excreción 
7
 . Los procesos de biotransformación se producen en 
todos los tejidos y órganos, aunque el hígado (y su equivalente en decápodos, la glándula 
digestiva) es el órgano destoxificador por excelencia. Las alteraciones de las actividades 
de las enzimas detoxificadoras suelen ser los biomarcadores de efecto más sensibles 
67
. 
No obstante, las enzimas que participan en la biotransformación generan, en ocasiones, 
metabolitos más tóxicos y reactivos que los de partida, un fenómeno conocido como 
bioactivación 
68
. 
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Durante la biotransformación se producen varias clases de reacciones. Las 
denominadas reacciones de fase I introducen en el xenobiótico grupos polares (como -
OH) mediante oxidación, reducción, hidrólisis o hidratación, aumentando su 
hidrofilicidad y preparándolo así para entrar en reacciones posteriores. Durante las 
reacciones de fase II, el grupo polar del xenobiótico se conjuga con una molécula 
endógena muy polar, como GSH, aminoácidos, ácido glucurónico o grupos sulfato, 
metilo (-CH3) o acetilo (-CH3-CHO). Los productos de conjugación con GSH, a veces, 
continúan su metabolismo, sufriendo hidrólisis y dando derivados de N-acetil cisteína 
("ácido mercaptúrico"). Estas reacciones se consideran a veces como la "fase III" del 
metabolismo. 
7
 . 
Enzimas de fase I 
Citocromos P450: Muchas reacciones de fase I están catalizadas por sistemas de 
monooxigenasas (MO), que transfieren un átomo de O del O2 al sustrato, mientras que el 
otro es reducido a agua. Muchas MO son sistemas acoplados de transporte de e
-
 con 2 
enzimas (citocromo y flavoproteína oxidorreductasa) 
69
. Los más abundantes y diversos 
dependen de citocromos P450, donde el poder reductor suele provenir del NADPH.  
NADPH + H
+
 + O2 + RH    NADP+ + H2O + ROH 
Los citocromos P450 (CYP) son hemoproteínas de entre 45 y 60 kDa y cuyo grupo 
prostético es una Fe-protoporfirina IX (hemo) 
70
. Son las MO más importantes por su 
abundancia, diversidad y funciones fisiológicas, localizados en el retículo endoplásmico y, 
en menor medida, en las mitocondrias. Forman una superfamilia con multitud de isozimas 
que actúan sobre una gran variedad de compuestos lipofílicos. Los citocromos P450 están 
presentes en todos los eucariotas y algunos procariotas, y muchos metabolizan sustratos 
endógenos como ácidos grasos  y otros lípidos y hormonas 
71
. Los genes CYP se 
clasifican en la actualidad en familias y subfamilias. Se estima que los humanos tienen 57 
genes P450 y 58 pseudogenes, distribuidos en 18 familias, mientras que en ratón los 
números se elevan a 102 genes y casi 90 pseudogenes. Los CYP de una misma familia 
suelen catalizar pasos subsecuentes de una misma ruta o similares reacciones sobres 
sustratos diferentes. Las tres principales familias que participan en el metabolismo de 
xenobióticos son CYP1, CYP2 y CYP3 
69
. La isoenzima CYP1A1 es una de las más 
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importantes, y sin duda la más estudiada. Actúa sobre gran variedad de metabolitos y es 
inducible por varios xenobióticos, como PAH y PCB 
72, 73
. A esta isoenzima están ligadas 
dos actividades usadas como biomarcadores de exposición: la 7-etoxirresorrufina-О-
desetilasa (EROD) y la benzo(a)pireno hidroxilasa (BPH).  
En vertebrados su actividad es mucho mayor en el hígado que en el resto de 
órganos y tejidos
8
 . En crustáceos, el sitio principal de monooxigenación dependiente de 
P450 es la glándula digestiva, siendo CYP2 y CYP3 los P450 más abundantes 
74
. La 
inducción de CYP1 en crustáceos es muy discutida, aunque algunos estudios indican que 
PAH, 3- metilcolantreno y fenitrotión pero no inductores tipo fenobarbital, podrían 
hacerlo 
75,76
. 
Otras enzimas de fase I: Las flavín monooxigenasas, catalizan la oxidación de 
compuestos nitrogenados y sulfurados 
3
; las epóxido hidrolasas catalizan la conversión de 
epóxidos a dihidrodioles, menos reactivos 
3
 y las carboxilesterasas catalizan la hidrólisis 
de compuestos apolares, generando productos más polares que serán excretados o serán 
sometidos a biotransformaciones de fase II 
77
. 
Enzimas de fase II 
Glutatión S-transferasas: Conjugan glutatión reducido (GSH, tripeptido γ-Glu-Cys-Gly) 
con diversas moléculas electrofílicas hidrofóbicas, participando en la biotransformación 
de fármacos, contaminantes y carcinógenos. También participan en la síntesis de 
prostaglandinas y leucotrienos; algunas tienen actividad peroxidasa y actúan sobre 
compuestos tóxicos derivados de daños oxidativos a lípidos 
78
.  Se distinguen tres 
familias estructuralmente diferentes (Fig. 9): las GST citosólicas, las GST mitocondriales 
(clase Kappa) y las GST microsomales, ahora denominadas MAPEG (membrane-
associated proteins in eicosanoid and glutathione metabolism) 
79-81
. La superfamilia de 
GST citosólicas es la más estudiada y comprende más de una docena de genes divididos 
en 7 clases -alpha, mu, omega, pi, sigma, theta y zeta, que difieren por especificidad de 
sustrato, afinidad química, estructura, secuencia de aminoácidos y comportamientos 
cinético 
82
. Importantes sustratos de estas enzimas son epóxidos de PAH derivados de la 
acción catalítica de los citocromos P450 así como numerosos subproductos de estrés 
oxidativo. 
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Figure 9. The glutathione-S-transferase supergene family in humans 
 
Otras enzimas de fase II: Las UDP-glucuronosiltransferasas conjugan ácido glucurónico 
en forma activada (UDP-glucuronil) a metabolitos hidroxilados, a veces contribuyendo a 
su bioactivación; este es el caso del acetil-aminofluoreno por acción de estas enzimas en 
N-hidroxiglucurónico, un potente mutágeno y carcinógeno
7
. Las sulfotransferasas 
conjugan xenobióticos activados en la fase I con grupos sulfato, en forma 5´-
fosfoadenosin-3´-fosfosulfato (PAPSO3
-
); en muy raras ocasiones, la conjugación con 
sulfato puede incrementar la toxicidad de los sustratos 
83
. Las N-acetiltransferasas 
conjugan xenobióticos con  grupos amino con acetilos del acetil-CoA 
83
. 
Otros biomarcadores de contaminación 
Las esterasas son enzimas hidrolíticas inhibidas por pesticidas organofosforados, 
carbamatos o piretroides, que bloquean un residuo de Ser de su sitio activo e inactivan la 
enzima. Las más usadas como biomarcadores de exposición son la acetilcolinesterasa 
(AChE), que hidroliza el neurotransmisor sináptico acetilcolina; la carboxilesterasa, que 
actua sobre una amplia variedad de sustratos endógenos y exógenos incluyendo toxinas 
medioambientales y medicamentos; y la butirilcolinesterasa, que libera ácidos grasos 
dañados de triacilgliceroles, fosfolípidos y esfingolípidos 
84, 85
.  
Las metalotioneínas (MT) son metaloproteínas que se caracterizan por su 
pequeño tamaño (alrededor de 7 KD y una secuencia de 61 o 62 aminoácidos) que 
contienen entre un 20 y 30 % de Cys y aminoácidos pequeños como Gly o Ala, que hacen 
su estructura más flexible y fácilmente plegable 
86
. Las MT participan en la respuesta 
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celular frente a numerosas formas de estrés, siendo inducidas en muchos organismos por 
la exposición a metales. La biosíntesis de MT puede incrementarse también por ciertas 
hormonas, citoquinas, factores de crecimiento, promotores de tumores y muchos agentes 
químicos y físicos que puedan provocar estrés 
89
.  
Las denominadas heat-shock proteins (HSP) constituyen un sistema de defensa 
celular que protege al organismo ante temperaturas elevadas, luz ultravioleta, condiciones 
oxidativas, anoxia, metales pesados y xenobióticos 
90
. Debido a este amplio rango de 
respuesta a factores de estrés, las HSP han sido frecuentemente propuestas como 
biomarcadores de exposición a contaminantes. 
Las metodologías ómicas en estudios medioambientales 
 
Los biomarcadores convencionales han contribuido mucho a la determinación 
del estado de salud de los ecosistemas y al conocimiento de los efectos biológicos de los 
contaminantes. Pero su uso de estos biomarcadores exige el conocimiento de los 
contaminantes presentes en el medio y de sus mecanismos de toxicidad. Con este tipo de 
biomarcadores sólo se abordan, pues, procesos ya conocidos y generalmente muy bien 
establecidos, y se excluyen del análisis otros muchos cambios que puedan experimentar 
los seres vivos a consecuencia de su exposición al contaminante. Además, estos estudios 
se restringen a la detección de compuestos individuales, o a lo sumo, a un grupo de 
mezclas de tóxicos. Esto plantea un problema a la hora de pretender tener un 
conocimiento real del estado de la contaminación en un entorno, pues en muchas 
ocasiones, los organismos están expuestos a complejas mezclas de contaminantes 
(metales, PCB, PCDD, PCDF…), por ejemplo, las mezclas de pesticidas y fertilizantes 
que suelen afectar a los organismos que habitan ecosistemas agrícolas e industriales. Es 
razonable asumir que la toxicidad de las mezclas se aproxima a la suma de las toxicidades 
de sus componentes individuales aunque también es muy probable que haya efectos 
sinérgicos 
91
. 
Los inconvenientes asociados al uso de biomarcadores convencionales, 
especialmente el hecho de presentar cierto sesgo en la información que proporcionan, han 
impulsado la introducción de las metodologías ómicas en estudios medioambientales 
92-103
. 
Las metodologías ómicas han surgido a partir de los progresos realizados en la 
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secuenciación genética de organismos 
104
, de los desarrollos metodológicos que han 
permitido la secuenciación del genoma humano en el año 2003 
41, 105
 y de los grandes 
avances registrados durante las últimas décadas en el conocimiento de los genes y sus 
funciones. Todas estas metodologías ómicas están relacionadas con el estudio de la 
totalidad de algún tipo concreto de biomolécula (transcritos, proteínas/metaloproteínas, 
metabolitos, etc.) de un organismo. De esta forma se puede llegar a conocer y descifrar 
los mecanismos de acción de los contaminantes y de su toxicidad 
95, 98-102, 106, 107
.  
Hay cuatro grandes tipos de metodologías ómicas. La genómica estructural, o 
simplemente genómica, se centra en el análisis de la secuencia génica y en el análisis de 
polimorfismos. Los otros tres grandes bloques se consideran genómica funcional, en 
tanto que pretenden clarificar la función de los genes mediante la cuantificación de su 
expresión en una célula o tejido, en un momento o situación, a nivel de transcritos 
(transcriptómica); de proteínas (proteómica) o de metabolitos (metabolómica). Las 
respuestas a condiciones de estrés son reguladas, generalmente, a nivel transcripcional. 
Por ello, se considera que estamos ya en la era post-genómica, en la que sólo la aplicación 
de enfoques de genómica funcional, tales como la transcriptómica o la proteómica, 
permite una evaluación integral de las respuestas biológicas a la exposición de la 
contaminación, y la identificación de nuevas biomoléculas que pueden ser utilizadas 
como biomarcadores.  
La transcriptómica cuantifica los niveles de transcritos presentes en una célula o 
tejido en determinadas condiciones fisiológicas o ambientales. Esta metodología 
constituye una enorme contribución a la ecotoxicología, pero también lleva implícitos una 
serie de dificultades y carencias 
103, 106
. Un tema crítico es la falta de secuencias génicas 
en bases de datos públicas para organismos de interés medioambiental. 
Los niveles de expresión de proteínas resultan del equilibrio entre la 
transcripción, la traducción y la degradación de proteínas en células, incluyendo las 
diferentes etapas de la maduración de transcritos y proteínas y la modificación post-
traduccional que éstas experimentan. Como metodología ómica, la proteómica 
proporciona una evaluación amplia e integral de los mecanismos tóxicos y defensivos 
provocados por los contaminantes a nivel de proteínas sin necesidad de ningún 
conocimiento previo de su mecanismo de toxicidad. Antes bien, permite identificar 
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proteínas que se alteran de manera significativa en un organismo después de exposición a 
la contaminación, lo que contribuye a revelar el mecanismo de toxicidad. Una vez 
caracterizadas, estas proteínas se pueden utilizar como nuevos biomarcadores en la 
monitorización biológica de ecosistemas terrestres o acuáticos 
93, 94, 102, 108-113
. Se 
profundizará en esta metodología más adelante, ya que es una de las técnicas utilizadas en 
este trabajo. 
Cada una de estas ómicas ofrece una perspectiva diferente de los procesos que 
subyacen al inicio y progresión de una enfermedad o situación de estrés celular, al tiempo 
que proporcionan pistas para predecir, prevenir o tratar esa disfunción. En conjunto, todas 
ellas constituyen una típica cascada (Fig. 10) en la que la información génica fluye desde 
los genes, que nos dicen “lo que puede suceder”, hasta los metabolitos (“lo que ha 
sucedido”), pasando por los transcritos (“lo que parece que va a suceder”) y las proteínas 
que ellos codifican (“lo que hace que suceda”).  
 
Figure 10. Schematic representation of the omics cascade. 
 
Es evidente que la monitorización de problemas ambientales requiere la 
combinación de diferentes enfoques para resumir las múltiples variables y factores que 
contribuyen al comportamiento del ecosistema y que, por lo comentado anteriormente, los 
biomarcadores convencionales no son suficientes. El análisis integrado de las numerosas 
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redes y retroalimentaciones que existen entre los diversos niveles ómicos es la mejor y 
casi única aproximación para realmente definir un fenotipo y sus cambios causados por 
estrés. Solo de esta manera integrada se puede disponer de una herramienta eficaz para 
establecer mecanismos de regulación y complejas rutas metabólicas en los organismos 
vivos, y que, además, permita diagnosticar cambios importantes a nivel celular y/o 
biológico provocado por la presencia de contaminantes en el medio ambiente, sin 
necesidad de disponer de un conocimiento previo sobre toxicidad de éstos. Por ello se han 
propuesto nuevos enfoques basados en las tecnologías ómicas como la proteómica 
92, 101, 
109-111, 113-120
 y transcriptómica 
95, 97, 98, 100, 102, 103, 106
 y la metabolómica 
98, 99, 102, 107, 121-131
 
para monitorizar la contaminación de los ecosistemas, y lograr así obtener información 
básica sobre las cuestiones ambientales y el diagnóstico de las posibles amenazas 
causadas por la contaminación. Esta información básica será de utilidad en la 
identificación de biomarcadores apropiados para la estimación del riesgo, y 
potencialmente, para el desarrollo de estrategias efectivas para la protección del medio 
ambiente, la salud de las poblaciones humanas y de los ecosistemas en general 
92, 95, 97, 98, 
132, 133
.  
El Parque Nacional de Doñana 
El Espacio Natural de Doñana está considerado como una de las zonas naturales 
protegidas más importantes de Europa, al ser una encrucijada clave en las rutas 
migratorias de aves entre el continente africano y el europeo, además de suponer el último 
refugio para numerosas especies en peligro de extinción. Situado al Norte del Estuario del 
Guadalquivir (SO de España) entre las provincias de Huelva, Sevilla y Cádiz, con una 
superficie que supera las 120 000 Ha, Doñana está formado por un espectacular paisaje de 
tierras llanas, en el que destacan dos principales ecosistemas (Fig. 11), los bosques de 
pino y el matorral mediterráneo, que crecen en un suelo básicamente arenoso y la 
inmensa marisma, terrenos inundables formados por arcillas impermeables con un 
régimen hídrico muy estacional. 
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Figure 11. Doñana, pinewoods and marshes. 
Dentro del Espacio Natural de Doñana, la zona más importante y protegida es el 
Parque Nacional de Doñana (PND). Desde tiempos inmemoriales estas tierras fueron 
conocidas por su riqueza natural y utilizadas como cazadero de la nobleza, siendo a 
mediados del siglo XX cuando se considera seriamente su protección. El Parque Nacional 
se creó en 1969 y, luego, ha ido siendo ampliado hasta ocupar las 54.252 Ha actuales. Ha 
sido declarado Reserva de la Biosfera por la UNESCO y Patrimonio de la Humanidad, 
entre otros numerosos reconocimientos y hoy se considera una joya natural insustituible. 
La Zona de Protección, de otras casi 54.000 Ha, actuaría amortiguando las presiones 
medioambientales que, desde el exterior, pudieran afectar al Parque Nacional (Fig. 12).  
 
 
 
 
 
 
 
Figure 12. Limits of the 
Doñana National and Natural 
Park 
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Figure 13. Doñana birds. From left, white-headed duck (Oxyura leucocephala), flamingo 
(Phoenicopterus roseus), avocet (Recurvirostra avosetta), kingfisher (Alcedo atthis) and 
slender-billed gull (Larus genei). 
 
Doñana es un santuario para la vida salvaje con más de 800 especies de plantas 
y 400 de animales 
134
. Entre los vertebrados destacan las aves (con más de 300 especies), 
entre ellas algunas de gran interés por su delicada situación como el águila imperial, la 
malvasía, la cerceta pardilla, el calamón o la gaviota picofina (Fig. 13). Hay además 33 
especies de mamíferos, 12 de peces y 30 de reptiles y anfibios. Y el casi extinto lince 
ibérico. Doñana alberga esta gran variedad biológica por la diversidad de sus ecosistemas, 
playas, dunas vivas, cotos o arenas estabilizadas, marismas y veras. Los cotos, el paisaje 
más característico del PND, son un espeso matorral donde aparecen zonas aisladas de 
alcornoques, madroños, sabinas y acebuches (Fig. 14). La vera es uno de los biotopos 
más ricos y productivos de Doñana, cuyos alcornoques son utilizados por colonias de 
aves para nidificar. La marisma, el ecosistema más sobresaliente del PND, destaca por su 
escaso relieve, la naturaleza arcillosa del suelo y su acentuada estacionalidad hídrica, 
inundada por aguas de origen pluvial, fluvial y mareal 
135
. 
 
 
 
 
 
Figure 14. Doñana plant species. Strawberry tree (Arbutus unedo), juniper (Juniperus 
phoenicea) and wild olive (Olea europaea var. sylvestris) 
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Tradicionalmente, los aportes de agua de la marisma procedían de la lluvia, los 
arroyos y el desbordamiento periódico del Guadalquivir (Fig. 15) y la cuenca alcanzaba 
cerca de 3.000 km
2 136
. Su sistema hidrológico más importante estaba constituido por los 
arroyos La Rocina, El Partido, Madre de la Marisma y Brazo de la Torre, que reunían 
aportes fluviales del NO y NE 
135
. La construcción de varios muros eliminó los aportes 
del Guadiamar y del Guadalquivir, lo que redujo a la mitad la superficie de la cuenca. 
Tras el vertido de Aznalcóllar se activaron planes para la regeneración hídrica 
de Doñana (Plan Doñana 2005) cuyo objetivo era devolver a la marisma un 
funcionamiento hídrico más natural, mejorando los aportes de la Rocina y el Partido, 
restaurando los aportes del Guadiamar, Guadalquivir y otros de forma que la marisma 
menos aislada, pudiera intercambiar aguas con las áreas colindantes, que penetraría por 
los caños naturales para desbordarse lentamente
137
 (Fig. 15). Pero esta intervención 
eliminó barreras que habían aislado hasta entonces el Parque de los contaminantes 
procedentes de zonas agrícolas cercanas y arrastrados por los ríos Guadiamar y 
Guadalquivir, lo que dejó a Doñana más vulnerable a la contaminación derivada de las 
actividades humanas en sus alrededores.  
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Figure 15.  Water contributions to the DNP (Laboratorio de Sistemas de Información 
Geográfica y Teledetección de la Estación Biológica de Doñana, CSIC.) 
 
Contaminación en Doñana 
El área de influencia socio-económica del PND comprende 31 municipios y 
cerca de 300.000 habitantes, extendiéndose 11.160 km
2
. Ciudades como Almonte, con 
aproximadamente 30.000 habitantes, o la aldea de El Rocío, que recibe cada primavera 
más de un millón de romeros, ejercen una gran presión sobre el Parque. Además, la zona 
se ve influenciada por el crecimiento urbanístico de Sevilla (>1.000.000 de habitantes a 
menos de 15 km al Este de Doñana) y Huelva (cerca de 300.000 habitantes, a unos 20 km 
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al Oeste) y los polos industriales de esta zona 
138
. Aparte de la contaminación derivada de 
los núcleos urbanos, toda la superficie que rodea al Parque tiene una intensa actividad 
agrícola, que desde principios del siglo XX ha ido reemplazando los ecosistemas 
naturales, sobre todo en las zonas cercanas al Guadalquivir y otros arroyos cuyas aguas 
acaban entrando a Doñana (Fig. 16).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 16. Maps showing the primary land-use changes during 1918–2006 in the 
Doñana marshes and estuary, showing the three main categories of land uses 139. 
 
Las actividades agrícolas son un motor importante en la economía de la zona, 
pero afectan a Doñana dado que obligan a la extracción de agua subterránea para regadíos, 
usan las aguas superficiales para los extensos arrozales asentados en la zona y acaban 
causando una gran contaminación de tierras y aguas por fertilizantes y plaguicidas. 
Además de arrozales, que ocupan 35.000 Ha de marisma al NE (Fig.17.E), cerca de 
Doñana hay varios cultivos, como el de fresas y cítricos, al NO (Fig.17.B y C). Estas 
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actividades son responsables de que se hayan encontrado en los arroyos de Rocina y 
Partido valores altos de nutrientes (amonio, nitritos, nitratos y fosfatos, entre otros) y 
metales (Al y Cr), que deben atribuirse al uso de fertilizantes 
140
 y plaguicidas 
114
. 
También las prácticas agropecuarias están muy extendidas en la zona, y sin duda el gran 
número de cabezas de ganado y hectáreas de regadío explican la gran abundancia de 
compuestos nitrogenados presentes en las aguas subterráneas 
141
. Las numerosas 
almazaras, industrias de procesado de uva y vegetales e industrias cárnicas y lácteas son 
tambien causas adicionales de contaminación. Los efluentes de estas industrias amenazan 
al arroyo del Partido 
142
 y al curso bajo del Guadiamar 
135, 143
. Además, las aguas 
residuales de muchos municipios se vierten sin depurar sobre el acuífero, afectando al rio 
Guadiamar y al arroyo del Partido 
142, 144
 aunque ya se están construyendo varias 
estaciones depuradoras de aguas residuales.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 17. Surroundings of the PND, threats and possible sources of 
contamination. (A) Industrial Pole of Huelva. (B) Strawberry fields (C) Intensive 
cultivation of citrus and strawberry, area of Almonte and Villamanrique (D) 
Course of the Guadiamar and area affected by the spill produced by the break raft 
of Aznalcollar mine (E) Production area of rice in the marshes of the 
Guadalquivir. 
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Otra fuente potencial de contaminación está a 45 Km al NO del PND, a orillas 
de los ríos Odiel y Tinto y es la zona industrial de Huelva (Fig.17.A). Los Polos 
Industriales de Huelva cuentan, entre otras, con numerosas industrias de transformación 
minera, un complejo petroquímico, una central térmica y una fábrica de celulosa, cuyos 
contaminantes pueden alcanzar Doñana por las corrientes marinas o llevados por los 
vientos 
135, 145
. 
Al norte de Doñana se explotan, desde 1979, las minas de pirita de Aznalcóllar, 
cuyos subproductos se almacenan en una balsa de estériles, que tras lluvias intensas, ha 
venido liberando metales muy móviles al río Guadiamar, que los arrastra aguas abajo 
142
. 
En abril de 1998 se rompió el muro de cierre de esta balsa de residuos (Fig.18). lo que 
supuso la liberación de residuos mineros fluidificados y la incorporación de 
aproximadamente 2 Hm
3
 de lodos tóxicos y 4 Hm
3
 de aguas ácidas al cauce del río 
Guadiamar 
146, 147
. El lodo vertido contenía Fe (34-37%), S (35-40%), Zn (0,8%), Pb 
(0,8%), As (0,5%), Cu (0,2%), Sb (0,05%), Co (0,006%), Ta (0,005%), Bi (0,005%), Cd 
(0,003%), Ag (0,003%), Hg (0,002%) y Se (0,001%). Las aguas ácidas contenían 
básicamente pirita, FeS2, Pb, Au, Zn, Cu y As 
147
. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 18. Overview of the 
areas affected by the spill of 
Aznalcollar. Photograph of 
Dam Breach (Eptisa, 1988)  
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El vertido afectó a cerca de 70 Km de cauce lineal y 500 m de anchura media en 
ambos márgenes del rio Guadiamar, desde la mina hasta Entremuros, en el límite del 
PND (Fig.17.D y Fig.18). La superficie contaminada fue de 4.286 Ha pertenecientes a 
terrenos de nueve municipios de la provincia de Sevilla. Tanto la flora como la fauna fue 
arrasada debido a la alta contaminación química del agua, a los elevados valores de 
oxígeno disuelto (> 1 g/l), al pH altamente ácido y a la propia acción mecánica de la riada 
147
. Las inmediatas labores de regeneración de la zona hicieron disminuir de manera 
significativa los niveles de contaminación en los primeros años tras la catástrofe, pero, 
luego, este descenso se ha ralentizado, pudiéndose encontrar aun altos niveles de 
contaminantes que, debido a la lenta dinámica de las aguas subterráneas, se prevé que 
persistan durante años 
148
 
148, 149
.  
Es evidente que el área de Doñana es un espacio muy complejo donde coexisten 
algunos de los más preciados valores medioambientales con el desarrollo económico y 
social de las poblaciones circundantes. El seguimiento de las alteraciones que se puedan 
producir en los delicados ecosistemas de Doñana por las distintas actividades 
antropogénicas, es algo esencial para el desarrollo sostenible de la zona. 
Procambarus clarkii como organismo bioindicador de 
gran importancia ecológica. Su uso para evaluar la 
calidad ambiental de Doñana 
El estudio de los factores de estrés medioambiental se realiza, generalmente, usando 
organismos bioindicadores, que reflejan la respuesta biológica a la presencia de 
contaminantes. Dado que los contaminantes liberados acabarán por llegar a ríos y océanos 
como repositorio final, hemos centrado este estudio en la monitorización de los 
ecosistemas acuáticos del Parque de Doñana, usando Procambarus clarkii (Fig. 19) como 
bioindicador. Los invertebrados han sido propuestos frecuentemente para el estudio de 
medios acuáticos, ya que pueden indicar cambios en el medioambiente por medio de 
respuestas a distintos niveles de organización, desde el nivel de individuo hasta la 
comunidad. La ventaja del uso de invertebrados en la monitorización biológica se basa en 
sus características demográficas, esto es, su abundancia y amplia distribución. 
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Figure 19. Procambarus clarkii, the red swamp crayfish 
 
El decápodo P. clarkii (cangrejo de río americano o cangrejo rojo) es una 
especie prolífica, con ciclo de vida largo, amplia distribución geográfica y estilo de vida 
sedentario, que soporta amplio rango de condiciones medioambientales. Se encuentra 
normalmente en aguas no demasiado frías, como ríos de curso lento, marismas, estanques, 
sistemas de riego y campos de arroz, pero puede vivir incluso en aguas muy 
contaminadas, lo que hace a esta especie un buen bioindicador para evaluar los efectos de 
la contaminación ambiental 
85, 94, 95, 100, 111, 114, 131, 150-155
. Al ser presa de otros animales es 
clave para la transferencia de energía y de contaminantes entre niveles tróficos
156
. 
Procambarus clarkii fue introducido desde Luisiana (USA) a los arrozales de la 
Marisma Alta del Guadalquivir y Bajo Guadalquivir en 1974 
157
 y colonizó rápidamente 
de los sistemas acuáticos en las cercanías, dada la ausencia de depredadores naturales, 
incluyendo Doñana 
158
, donde los pescadores lo distribuyeron para conseguir zonas de 
almacenamiento en época invernal cuando los arrozales están secos. Hoy P. clarkii está 
ampliamente distribuido en el PND, a pesar de los métodos de erradicación, infructuosos 
por su gran productividad y adaptación a los sistemas fluctuantes de la marisma y los 
arrozales 
155
. A pesar de los problemas ecológicos que suele provocar la introducción de 
una especie no autóctona, P. clarkii ocupa una posición clave en las redes tróficas de 
Doñana ya que es alimento de algunas especies protegidas y es un importante recurso 
económico. 
En los últimos años los cangrejos del genero Procambarus han venido usándose 
como especie bioindicadora en distintos estudios, tanto en el PND 
114, 131, 159-162
 como en 
otros ecosistemas 
152, 163-165
, y en la búsqueda de biomarcadores moleculares de 
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contaminación en exposiciones controladas a distintos tipos de contaminantes presentes 
en el medio ambiente, especialmente a metales pesados, insecticidas y pesticidas (ver 
como ejemplo,  
153, 166-168
 
169
 
94, 170, 171
 
172
). 
Proteómica 
Los grandes proyectos de secuenciación de genomas han generado una enorme 
cantidad de información genómica y la necesidad de descifrarla ha estimulado 
ampliamente el estudio masivo de las proteínas 
173
. El término proteoma, se usó por 
primera vez en 1996 para describir el conjunto de proteínas que se expresan a partir de un 
genoma en cierto momento y determinadas circunstancias. El crecimiento del número de 
proyectos orientados a estudiar proteomas de forma sistemática ha dado lugar a la 
aparición del concepto Proteómica, que describie la ciencia o conjunto de tecnologías que 
estudian el proteoma 
173
. 
El proteoma es muy dinámico, pues sus componentes varían entre organismos, 
tejidos, células u orgánulos y debido a cambios externos (situaciones de estrés, 
administración de drogas, efectores o señales bioquímicas) o internos (estado fisiológico 
o patológico). Todos estos factores aumentan considerablemente la complejidad del 
proteoma, debido a la activación o  supresión de la expresión génica, alteración de las 
interacciones entre proteínas, o cambios en sus modificaciones post-traduccionales 
173
. El 
objetivo principal en proteómica es identificar esas variaciones. Interesa conocer las 
diferencias en los niveles de proteínas cuando un organismo está sometido a determinadas 
condiciones ambientales, por ejemplo, o en la expresión de determinadas proteínas al 
comparar un tejido sano con otro enfermo. En los experimentos de Proteómica hay dos 
tipos de aproximaciones: i) Identificar todas las proteínas de una muestra, cuando se 
quiere conocer la expresión global de proteínas en un organismo o tejido en unas 
determinadas circunstancias; ii) Comparar dos o más muestras (o situaciones 
experimentales) para encontrar diferencias en la abundancia de proteínas atribuibles a 
esas situaciones experimentales diferentes. Y se pueden seguir dos posibles estrategias. 
La estrategia convencional consistente en separar todas las proteínas de la muestra (por 
electroforesis en dos dimensiones, en general, usando o no marcadores fluorescentes u 
otro tipo de etiqueta) e identificar aquellas de interés por espectrometría de masas. En la 
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estrategia a gran escala (shot-gun), la muestra es tratada con una enzima proteolítica y los 
péptidos resultantes se separan por HPLC acoplada a un sistema de espectrometría de 
masas. Esto permite la identificación de todas las proteínas presentes en la mezcla. 
Estrategias convencionales: la electroforesis bidimensional 
La electroforesis bidimensional (2-DE) es una técnica de alta resolución para 
separar mezclas de proteínas muy complejas. Su gran poder de resolución radica en la 
separación ortogonal de las proteínas al aplicar dos métodos físicos distintos. Una 
primera dimensión separa las proteínas en un gel de acrilamida con gradiente de pH por 
su punto isoeléctrico (isoelectroenfoque, isoelectric focusing IEF). En la segunda 
dimensión las proteínas son separadas por su masa molecular mediante electroforesis en 
poliacrilamida en presencia de SDS (SDS-PAGE) 174, 175  (Fig. 20).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Figure 20. General scheme of a two-dimensional electrophoresis 
 
Tras realizar la segunda dimensión hay que teñir los geles para visualizar las 
proteínas. Los métodos tradicionales (Coomassie brilliant blue, plata) han sido sustituidos 
por compuestos fluorescentes  como el SYPRO
®
 Ruby que tienen una gran sensibilidad y 
un rango dinámico lineal de hasta tres órdenes de magnitud, óptimos para estudios 
cuantitativos 
176, 177. 
Ricardo Fernandez Cisnal. Tesis Doctoral 
48 
Proteómica de segunda generación: Marcaje de proteínas con fluoróforos 
(2D-DIGE)  
En el proceso de evolución de la metodología 2-DE ha surgido una nueva 
tecnología que saca todo el provecho de la 2-DE y de la tinción con fluoróforos, 
denominada DIGE (Difference Gel Electrophoresis), que busca corregir los problemas de 
reproducibilidad, detección de manchas y posterior análisis de la 2-DE convencional. La 
técnica DIGE consiste en el marcaje previo a la electroforesis de las muestras que se van 
a comparar con un sistema de tres fluoróforos (Cy2, Cy3, Cy5), que se cargan mezcladas 
en un mismo gel porque pueden ser posteriormente analizadas de manera individual con 
un programa informático adecuado (Fig. 21). La incorporación de un estándar interno 
(mezcla o pool de todas las muestras analizadas en los geles), marcado con un tercer 
fluoróforo y tratado igual que si fuese otra muestra y la posibilidad de comparar 
directamente en el mismo gel las muestras (normalización) permite minimizar el 
problema de reproducibilidad o variación entre geles comparado con las técnicas de 2D 
convencionales, además de reducir el número de geles necesarios por experimento. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 21. Scheme of a DIGE 
experiment   
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Los tres fluoróforos tienen una masa muy similar y llevan un grupo N-hidroxi-
succinimidil-éster, mediante el cual se unen covalentemente al grupo amino de los 
residuos de Lys (Fig. 22). Los fluoróforos están diseñados, y el proceso se realiza, para 
conseguir un marcaje mínimo de las proteínas (minimal dye for minimal labelling).  Esto 
asegura que las proteínas se marquen con una sola molécula de fluoróforo 
178
 y que sólo 
un 20% de las moléculas de una proteína en particular resulten modificadas . 
 
Figure 22. Schematic of the 
minimal labeling reaction. 
CyDye DIGE Fluor minimal 
dye containing NHS ester 
active group covalently binds 
to the lysine residue of a 
protein via an amide linkage 
(GE Healthcare). 
 
De esta manera se asegura que el marcaje no afecte a la movilidad de las 
proteínas en el gel, ni interfiera en la identificación por espectrometría de masas 
179
. La 
excitación de los fluoróforos, con una longitud de onda diferente para cada uno (Fig. 23), 
permite la captación de la imagen del patrón de proteínas. Luego, mediante un software 
adecuado se pueden comparar las imágenes bidimensionales del proteoma de cada una de 
las muestras analizadas y cuantificar la intensidad de la fluorescencia de cada mancha.  
 
 
 
 
 
 
Figure 23. Excitation 
(left) and emission 
(right) spectra of Cy2, 
Cy3 and Cy5  
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Espectrometría de masas para la identificación de proteínas  
La espectrometría de masas (MS) permite medir las masas de átomos o 
moléculas. Esta potente herramienta analítica se usa para identificar y cuantificar 
compuestos y materiales desconocidos y para elucidar las estructuras y las propiedades 
químicas de una molécula. Por su gran capacidad de análisis (alto rendimiento), precisión 
y sensibilidad en la determinación de masas moleculares de las proteínas, la MS es la 
tecnología clave para la identificación de proteínas señaladas como interesantes tras el 
análisis proteómico. El espectrómetro de masas convierte los componentes de una 
muestra en iones volátiles (con carga eléctrica) y los separa por su relación masa/carga. 
Un espectrómetro de masas posee tres tipos de componentes: fuente de ionización, 
analizador y detector. 
Fuentes de ionización en espectrometría de masas 
MALDI: En la desorción de iones asistida por láser (MALDI: Matrix-assisted laser 
desorption-ionization) (Fig. 24), las muestras son coprecipitadas con una matriz usada 
para inmovilizar la muestra en un soporte metálico y que permite ionizar la muestra , el 
sólido resultante sobre el soporte se irradia con pulsos de láser 
180
. La matriz usual está 
compuesta de una molécula orgánica pequeña con absorbancia dentro de la longitud de 
onda del láser que se esté usando. Matrices de ácido α-ciano-4-hidroxicinnámico (CHCA) 
o de ácido dihidrobenzoico (DHB) son las más usadas para trabajar con biomoléculas.  
 
 
 
 
 
 
Figure 24. Operating scheme of 
MALDI ionization source. 
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Electroespray: La fuente de ionizacion electroespray (ESI, electrospray ionization) usa 
una aguja para bombear flujos muy bajos de una disolución del analito. A su punta se 
aplica un voltaje muy alto para que el fluido se disperse en pequeñas gotas, que se 
evaporan y da carga a las moléculas de analito. Para estabilizar el spray se suele usar un 
gas inerte. <tras ionizar y estabilizadar el spray, las moléculas de analito se transfieren al 
espectrómetro de masas con muy alta eficiencia (Fig. 25) 
181
. 
 
 
 
 
 
Figure 25. Operating scheme of 
an ionization source ESI. 
(www.magnet.fsu.edu) 
 
Analizador y detector para espectrometría de masas 
En esencia, los espectrómetros de masas miden la relación masa-carga (m/z) de 
analitos como proteínas o fragmentos peptídicos. Tres principios básicos muy diferentes 
permiten realizar la separación según masas: en base al tiempo de vuelo (time of flight) 
por campos eléctricos cuadrupolo generados por cilindros metálicos (Quadrupole-MS) y 
separación por selección de iones desde una trampa magnética (ion trap) tridimensional 
(IT-MS o FTIC-MS). Para la secuenciación de péptidos se llevan a cabo dos pasos de 
espectrometría de masas en tándem (MS/MS) que se pueden realizar empleando el mismo 
principio de separación o una combinación entre los tres anteriores.  
Además de las diferentes fuentes de ionización utilizadas con más frecuencia en 
espectrometría de masas molecular, los espectrómetros de masas pueden tener uno o más 
analizadores, dependiendo de la finalidad para la que son utilizados. En este caso, los 
instrumentos formados por dos o más analizadores de masas acoplados entre sí son 
conocidos como espectrómetros de masas en tándem. En la Fig. 26 pueden observarse los 
analizadores más comunes en espectrometría de masas. 
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Figure 26. Common analyzers used in molecular mass spectrometry. 
 
Tanto MALDI como ESI se pueden acoplar a cualquiera de los tres métodos de 
separación. El hecho de que la fuente MALDI produzca pequeños pulsos de iones en el 
vacío y que la fuente ESI genere iones de forma continua a presión atmosférica ha hecho 
que la primera se acople normalmente a analizadores tipo TOF mientras que la segunda 
se acople a cuadrupolos y trampas iónicas. 
Espectrómetro de masas tipo MALDI-TOF: La Fig.27 muestra un esquema del 
instrumento resultante de acoplar MALDI y TOF en un espectrómetro de masas. Las 
muestras se depositan en un soporte metálico capaz de dar cabida de uno a varios cientos 
de spots de analito. Éstos se irradian con pulsos de láser para generar pequeñas nubes de 
iones, que se aceleran a una determinada energía cinética fija y viajan a través del tubo de 
vuelo. Los más pequeños alcanzan mayor velocidad y llegan al detector antes que los 
mayores produciendo el espectro de tiempo de vuelo. Se requieren cientos de pulsos láser 
para producir el espectro final. El rendimiento en un MALDI-TOF moderno es de pocas 
ppm en cuanto a exactitud de masas y necesita pocos femtomoles de material peptídico en 
la placa MALDI para producir una buena señal.  
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Figure 27. Outline of a mass spectrometer 
MALDI-TOF 
 
Para utilizar estos espectrómetros de masas como método general de 
secuenciación se suelen acoplar en tándem a un segundo tubo de vuelo, generando un  
espectrómetro de masas MALDI-TOF/TOF, en el que los iones pasan desde la placa 
MALDI y son acelerados en el primer tubo de vuelo, donde además se seleccionan los 
iones de interés antes que pasen a la celda de colisión llena de un gas inerte; en esta celda 
se fragmentan antes de entrar en el segundo tubo de vuelo que se usa en el modo de 
detección antes descrito 
182
. 
Espectrómetro de masas tipo cuadrupolo: El cuadrupolo es un filtro de masas 
constituido por cuatro cilindros metálicos en los que se aplica un campo eléctrico 
oscilante que sólo deja pasar a través de ellos las masas que hemos seleccionado que son 
las que finalmente llegan al detector donde se obtiene el espectro de masas (Fig. 28). 
Estos espectrómetros tienen una altísima exactitud en la detección de masa y permiten 
medidas cuantitativas. 
  
 
 
 
Figure 28. Mode of operation 
of a quadrupole mass 
spectrometer. 
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Espectrómetro de masas tipo trampa iónica: En este caso los iones generados en la 
fuente iónica son “atrapados”, durante cierto tiempo, en un campo de radiofrecuencia 
dentro de un anillo toroidal situado entre dos electrodos hiperbólicos. La trampa se genera 
aplicando simultáneamente una corriente continua y un potencial de radiofrecuencia, de 
tal forma que los iones generados quedan confinados en del anillo toroidal. Los iones son 
extraídos a voluntad aplicando corrientes de radiofrecuencia variable hasta valores de 
resonancia y expulsados individualmente a través del anillo de salida para ser detectados 
y generar un espectro de masas. Las trampas iónicas tienen usos similares a los 
cuadrupolos siendo muy usada en la técnica masas-masas, pues permiten extraer iones 
individuales (parentales) que luego pueden ser fragmentados para análisis estructural 
(iones hijos). Para un experimento MS/MS típico, se expulsan de la trampa todas las 
especies producidas en la fuente de ionización que no interesan y las especies que quedan 
se fragmentan para analizar luego sus productos. La tecnología FT ICR-MS (Fourier 
transform ion cyclotron-MS), captura los iones con una combinación de campos 
eléctricos y magnéticos muy fuertes. 
Secuenciación de péptidos mediante espectrometría de masas 
La introducción en la espectrometría de masas de técnicas de ionización suave 
ha permitido la generación de iones de péptidos intactos que pueden ser seleccionados y 
activados para detectar sus fragmentos. Mediante los pasos de espectrometría de masas en 
tándem antes descritos, un ion en particular se aísla y se le imparte energía con un gas 
inerte (nitrógeno, argón o helio) en una celda de colisión. Esto fragmenta el péptido en 
varios lugares (sobre todo el enlace peptídico) generándose un “espectro de 
fragmentación”. Los fragmentos peptídicos más comunes observados en colisiones de 
baja energía son a, b e y” (Fig. 29). Los iones b (como los a y los c) contienen el extremo 
N-terminal y los iones y” (como los x y los z) contienen el extremo C-terminal. Los 
fragmentos a, procedentes de los b, se dan con mucha menor frecuencia y abundancia 
frenta a estos iones b. Frecuentemente se observan parejas a-b en el espectro de 
fragmentación, separadas por 28 unidades de masa, la del grupo carbonilo, C=O 
183
.  En 
los instrumentos cuadrupolo o Q-TOF predominan los iones de la serie y, mientras que en 
instrumentos tipo trampa iónica hay iones tanto de la serie b como de la y (Fig. 29). Cada 
fragmento peptídico de una serie difiere de su vecino en un solo aminoácido. En principio 
Mass 
spectra 
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es posible determinar la secuencia aminoacídica fácilmente, considerando sólo la 
diferencia de masas entre picos vecinos de una serie. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 29. Fragmentation scheme of a theoretical peptide corresponding to the 
b / y series and the theoretical mass spectrum for these series. 
 
Identificación de proteínas en bases de datos a partir de los datos MS 
La última fase en un experimento de proteómica es la identificación de la 
proteína secuenciada, para lo cual se utilizan diversas estrategias dependiendo del tipo de 
espectrometría utilizada.  
Identificación por huella peptídica de masa (“Peptide Mass Fingerprinting”, PMF). 
Los espectrómetros de masas permiten determinar la masa de las moléculas (Mw) 
midiendo la relación masa/carga (m/z) de los iones analizados con gran exactitud 
(diferencia entre el valor medido y el valor real o teórico), resolución (capacidad para 
separar dos masas próximas, definida como R= M/ΔM, donde M es la masa de un pico y 
el ΔM es la diferencia de masa entre dos picos de intensidad parecida adyacentes 
perfectamente separados o que solapan menos de 10%) y sensibilidad (cantidad mínima 
detectada). En esta metodología, la proteína analizada se digiere completamente usando 
una proteasa específica (como la tripsina). Los péptidos resultantes de la digestión se 
extraen y se mide su Mw en un espectrómetro de masas con la máxima exactitud y 
resolución posibles. El espectro de masas de la digestión es una relación de las Mw de 
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cada uno de los péptidos producidos, que conforma un patrón característico para dicha 
cadena polipeptídica (huella peptídica o PMF, peptide mass fingerprinting). Con este 
patrón experimental en forma de espectro se puede determinar si en las bases de datos de 
secuencias de proteínas existe alguna proteína que al ser digerida teóricamente (in silico) 
con la misma proteasa produce un conjunto de péptidos con las mismas Mw que las 
medidas experimentalmente. Esta búsqueda en bases de datos se hace a través de 
diferentes motores de búsqueda que incorporan algoritmos capaces de hacer la 
comparación entre las masas teóricas y las experimentales de los péptidos resultantes de 
digerir las proteínas (por ej., SwissProt), asignándole una puntuación a cada proteína en 
función de las coincidencias y ordenando los resultados de acuerdo a esta puntuación. Si 
el número de coincidencias de alguna de las proteínas anotadas es suficiente para que no 
se deban al azar, podemos considerar la proteína identificada. Los cuatro motores más 
empleados para la identificación, son: Protein Prospector (UCSF), ProFound 
(Universidad Rockefeller), Mascot (Matrix Science) y Aldente (GeneBio). Aunque en 
principio, la lógica de todos es la misma, existen diferencias en la valoración de cómo se 
empareja la secuencia de un determinado péptido con la señal (valor m/z) detectada en el 
espectrómetro, haciendo que los resultados varíen ligeramente. En todos ellos, y fruto del 
modelo estadístico que cada uno emplea, el resultado es en una lista ordenada por 
puntuación de los diferentes candidatos que, tras repetir el proceso de forma teórica, 
obtendrían una huella similar a la proporcionada por el espectrómetro. En la actualidad, 
Mascot es el más empleado y se basa en el sistema de puntuación Mowse 
184
. Con esta 
metodología se pueden identificar sólo proteínas que estén secuenciadas y formen parte 
de las bases de datos y tiene el inconveniente de que la selección como buena de la 
proteína que tiene un número mayor de péptidos identificados puede inducir a error 
Identificación por espectrometría de masas en tándem (MS/MS): Esta aproximación 
permite obtener los espectros de fragmentación tras dos fases de espectrometría 
consecutivas (MS/MS). De modo general, la/s proteína/s son digeridas enzimáticamente y 
los péptidos resultantes son separados por uno o más pasos de cromatografía liquida y 
analizados por MS/MS. En un primer análisis por MS se determina el valor m/z de los 
péptidos y algunos de estos péptidos son seleccionados de forma individual, aislados y 
fragmentados. Los fragmentos generados se separan y analizan en un segundo análisis por 
MS, obteniéndose el espectro de fragmentación o MS/MS de cada péptido, el cual 
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proporciona información tanto de la masa del péptido precursor como de su secuencia de 
aminoácidos. 
Una vez obtenidos los espectros, se realiza una búsqueda en bases de datos de 
proteínas, contrastando los espectros de fragmentación experimentales con otros teóricos 
de los péptidos y, luego, el conjunto de secuencias peptídicas se usa para deducir que 
proteínas están presentes en la muestra analizada. Cada entrada en la base de datos se 
digiere in silico de modo equivalente a como se realizó la digestión de nuestras proteínas 
y se calculan las masas de los péptidos teóricos según las condiciones de la digestión, 
deduciéndose para cada péptido su espectro de fragmentación teórica. Mediante 
algoritmos, se calcula una puntuación para decidir qué secuencia de péptido de las bases 
de datos coincide en mayor medida con el espectro experimental. Los motores de 
búsqueda que identifican péptidos a partir de sus fragmentos iónicos son un poco más 
complejos que los descritos para huella peptídica. Es esencial recordar que esta 
metodología identifica péptidos individuales para cada espectro MS/MS, no proteínas. En 
este caso, los motores de búsqueda no se limitan a comparar espectros de fragmentación 
teóricos y experimentales, sino que además incorporan una funcionalidad extra de 
inferencia de proteínas 
185
 para poder agrupar los péptidos identificados con las proteínas 
con las que se asocian.  
Las ventajas de esta aproximación son, entre otras, una mayor capacidad de 
discriminación y la posibilidad de analizar mezclas de proteínas. Supone una ventaja 
fundamental frente a la huella peptídica ya que en este caso obtenemos información de la 
estructura primaria del péptido. Se puede estudiar cada péptido y elucidar su secuencia y 
por eso puede utilizarse como una técnica confirmatoria de los resultados obtenidos de la 
identificación de la huella peptídica. Esta técnica es, además, aplicable tanto a muestras 
procedentes de gel como libres de él, es decir, mezclas de proteínas en solución.  
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Proteómica redox 
Distintos tipos de contaminantes, como los metales o los compuestos orgánicos 
oxidativos, generan ROS/N que inducen estrés oxidativo 
20, 186
. Si este daño oxidativo es 
excesivo, deriva en distintas patologías y muerte celular
39, 187-189
. Posiblemente por de su 
abundancia, en los sistemas biológicos, las proteínas son las principales dianas de los 
agentes oxidantes y entran en reacciones redox que, a veces, son parte de su función 
normal (regulando así su localización, estructura y función) y otras veces, resultan 
irreversiblemente dañadas y pierdan su función (Fig. 30) 
187, 190-194
. Ya que modifican 
estructura y función de las proteínas, estas modificaciones post-traduccionales 
oxidativas/nitrosativas contribuyen a la diversidad del proteoma y la proteómica redox es 
la mejor aproximación para su identificación 
195.
. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 30. Oxidative modifications of proteins. 
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Oxidación reversible de grupos tiólicos  
La regulación redox es un mecanismo modulador de las funciones celulares de 
todas las células y organismos vivos que, además, se ve implicado en muchas 
enfermedades y procesos patológicos 
196
. La oxidación de tioles proteicos ha emergido 
como un mecanismo muy importante por el cual los sistemas redox celulares controlan 
los procesos de señalización celular 
(revisado en 187, 195, 197, 198)
. 
La cisteína (Cys) es un residuo clave implicado en la catálisis, en el tráfico y 
plegamiento de de proteínas y en la regulación y señalización redox. Sin embargo las 
propiedades electrofilicas de su grupo tiólico hacen que sea vulnerable a muchos 
electrófilos, especialmente ROS/N, sufriendo modificaciones que alteran la estructura de 
la proteína, su función o su papel en la señalización redox. Aunque los residuos Cys son 
escasos, representan 1-3% del total de los residuos proteicos y sus grupos tiol (10-30 
mM) son más abundantes que el glutatión (1-10 mM) 
199-201
. Los grupos tiol de las Cys 
participan en el ciclo de S-tiolación/destiolación, oxidándose a disulfuros mixtos, lo que 
conlleva un descenso paralelo en los niveles de ROS, que son posteriormente reducidos 
por tiorredoxina, glutarredoxina y/o la proteína disulfuroisomerasa (Fig. 31) 
202.
 La S-
tiolación protege a los tioles proteicos de oxidaciones irreversibles y reprogramaciones 
celulares durante el estrés oxidativo 
203.
 
 
 
 
 
 
Figure 31 S-thiolation cycle. By the 
action of ROS, thiol groups of native 
Cys are oxidized to mixed disulfides 
which leads to a parallel decrease in 
the levels of ROS. Later, in 
physiological conditions they 
regenerate reduced again by the action 
of thioredoxin, glutaredoxin or PDI. 
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Los restos tiólicos de las Cys son muy sensibles a las reacciones redox de modo 
que pueden funcionar como sensores redox. Los tioles protéicos (P-SH) pueden 
interactuar con gran variedad de oxidantes para formar, en muchos casos, modificaciones 
covalentes reversibles (Fig. 32). Este mecanismo covalente reversible, que incluye la 
formación de enlaces disulfuro, es el mecanismo más importante por el cual se puede 
controlar la función proteica
 (revisado en 47, 195, 198, 204)
. Para esto, es esencial que la oxidación 
tenga lugar en grupos -SH concretos de proteínas específicas 
205
.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 32.  Major oxidative modifications of cysteinyl residues and their reduction 
pathways 209. 
 
En principio, todos los grupos P-SH son susceptibles de oxidación por ROS. Sin 
embargo, el entorno de algunos de ellos disminuye su pKa, lo que les permite estar, a pH 
fisiológico, en forma de ion tiolato (P-S
-
), mucho más reactiva 
206
. Los tioles pueden 
formar productos de sulfoxidación como ácidos sulfénico 
207
, sulfínico (SO2H) o 
sulfónico (SO3H), y como diferentes tipos de disulfuros, inter- o intramoleculares (P-S-S-
P) o disulfuros mixtos proteína-glutatión (P-S-S-G) 
208.
 El anión tiolato (S
-
) puede, 
además, oxidarse a sulfénico, que es relativamente reactivo. Los oxidantes fuertes 
oxidarán el ion tiolato a sulfínico o sulfónico.  
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Algunas de estas formas de oxidación, como los disulfuros, los ácidos 
sulfénicos, y en algunos casos, los sulfínicos, son reversibles y por tanto, son adecuados 
para participar en la regulación redox de las célula 
208
. En cambio, los ácidos sulfónicos 
son formas de oxidación irreversibles que requieren la síntesis de novo de la proteína para 
restaurar su función. Aunque la formación de ácidos sulfénicos pueden ser la forma 
inicial de la oxidación de tioles en muchas proteínas, los P-S-S-G (proteína-glutatión) son 
probablemente el intermediario más estable en los procesos de señalización redox 
210, 211
. 
Los avances en las técnicas proteómicas han dado lugar al aumento del número 
de estudios que evalúan el estado redox de P-SH en células sometidas a estrés oxidativo y 
al desarrollo métodos para la detección, cuantificación e identificación de grupos tioles de 
proteínas sensibles a la oxidación han sido revisados 
44, 48, 187, 189, 198, 199, 212-223
. En ellos se 
combina el marcaje especifico de los tioles protéicos y la separación por electroforesis 
bidimensional (2-DE). El uso de N-etilmaleimida (NEM) o iodoacetamida (IAM) impide 
la oxidación de los tioles nativos reducidos durante el procedimiento de extracción de la 
proteína, que, posteriormente, se pueden reducir y marcar con 5-
iodoacetamidafluoresceina (IAF). Este método detecta sólo los disulfuros nativos, i.e., 
disulfuros intra/ intermoleculares en proteínas (PS–SP) y disulfuros mixtos entre proteína 
y GSH (PS–SG) 217, 224-227. 
Las Cys de las proteínas pueden ser identificadas por espectrometría de masas 
(MS), obteniéndose información sobre el estado tiol-disulfuro de los péptidos o la 
evidencia de la oxidación reversible de un residuo especifico de Cys 
218-220, 228
. Sin 
embargo, se desconoce la identidad y el significado fisiológico de la mayoría de los 
cambios en los tioles proteicos 
219
. 
Cuantificación de disulfuros proteicos oxidados como biomarcador de 
exposición a contaminación 
Las modificaciones redox de las proteínas resultan de primordial interés en 
toxicología ambiental. Las proteínas pueden absorber la mayor parte de ROS y los tioles 
proteicos, una de las principales dianas del estrés oxidativo 
229
, son de especial interés 
debido a su potencial para modular y señalizar muchos rutas bioquímicas
 230
. El estudio 
de los daños oxidativos a las proteínas puede proporcionar información básica de los 
mecanismos de toxicidad implicados incluso en condiciones sub-estrés. En este sentido, 
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la cuantificación de tioles oxidados ha demostrado ser un potente indicador de estrés 
oxidativo en organismos acuáticos expuestos a diferentes agentes prooxidantes 
229, 231, 232
. 
En los últimos años muchos estudios han usado la cuantificación de tioles oxidados como 
marcador de oxidación en experimentos de exposición de animales acuáticos a diferentes 
sustancias contaminantes 
233
 
234
 
235
 
236
 
237, 238
. Aunque en menor número, se ha utilizado la 
cuantificación y caracterización de los tioles oxidados en estudios con organismos de vida 
libre para biomonitorizar ecosistemas y buscar biomarcadores de contaminación 
239
 
111, 199
. 
Carbonilación de proteínas 
Las proteínas sufren también modificaciones por oxidación que las inactivan y 
hacen que su destino final sea la degradación. Un ejemplo de este tipo de modificaciones 
irreversibles es la carbonilación, una de las más dañinas y se considera como una de las 
principales características de los trastornos relacionados con el estrés oxidativo 
42
.  
La carbonilación de proteínas se define como una modificación post-
traduccional (PTM), de carácter irreversible, que genera en la proteína un resto carbonilo 
reactivo, aldehído, cetona, o lactama 
42
. Estos carbonilos reactivos pueden surgir en 
diferentes sitios y a través de diferentes mecanismos, que pueden ser directos, por 
oxidación o amidación de aminoácidos, o de manera indirecta, por formación de aductos 
con productos originados por peroxidación lipídica o glicación/glicoxidación 
240
. La 
carbonilación por oxidación directa se produce por ataque de radicales hidroxilo 
241-243
, 
que oxidan las cadenas laterales de ciertos aminoácidos (Fig. 33). Los productos más 
comunes son los semialdehídos glutámico y aminoadípico, derivados de Arg y Lys, 
respectivamente 
244
 y la quinurenina y formil N-quinurenina, y sus análogos hidroxilados, 
generados al oxidarse el Trp. También se forman grupos carbonilos de forma directa por 
la ruta de alfa-amidación que conlleva la ruptura oxidativa del enlace peptídico 
245, 246
. 
Otra vía importante de carbonilación protéica es la mediada por productos 
generados durante la peroxidación lipídica, como 4-hidroxinonenal (4-HNE), 2-propenal 
(acroleína) o malondialdehído (MDA) (Fig. 33). Éstos son, en general, fuertes electrófilos 
que pueden reaccionar con los grupos nucleofílicos de las cadenas laterales de His, Cys o 
Lys, para formar bases de Schiff o aductos de Michael 
247-249
. Asimismo, es posible la 
introducción de carbonilos en proteínas por adición de derivados de carbonilos reactivos 
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(cetoaminas, cetoaldehídos y deoxiosonas), producidos por reacción de azúcares 
reductores, o sus productos de oxidación, con el grupo amino de los residuos de Lys o 
Arg; estos mecanismos de glicación y glicoxidación generan distintos tipos de aductos 
(Fig.33) 
240, 250
. 
 
 
Figure 33. Carbonyl groups (C=O) can modify proteins through direct oxidation 
of the amino acid side chain or by inducing oxidative cleavage of the peptide bond. 
Indirect oxidation can occur when carbonyl groups of a previously oxidized lipid or 
oxidized carbohydrate react with Cys, His and Lys residues, inducing lipoxidation and 
glycoxidation, respectively. 
 
Las proteínas carboniladas no pueden ser reparadas por los mecanismos 
enzimáticos celulares, lo cual provoca que tiendan a agregarse, debido al aumento de la 
hidrofobicidad general de sus residuos. Estas proteínas carboniladas deben ser eliminadas 
por la maquinaria del proteosoma para mantener la homeostasis celular, ya que su 
acumulación acaba induciendo muerte celular 
42
.  
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Detección de proteínas carboniladas 
Los métodos bioquímicos y analíticos usados para identificar y cuantificar los 
carbonilos reactivos pueden clasificarse en tres categorías 
42
: (i) técnicas bioquímicas e 
inmunológicas, como el inmunobloting o ELISA, que proporcionan información global 
sobre la modificación de las proteínas y los niveles de carbonilación; (ii) ensayos 
espectrométricos y cromatográficos para determinar los niveles totales de proteínas 
carboniladas; y (iii) recientemente, se viene utilizando espectrometría de masas, que 
permite la identificación de las proteínas modificadas, así como la localización de los 
sitios de modificación.  
El método más comúnmente usado para cuantificar grupos carbonilo está 
basado en el uso de 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH), que reacciona con los carbonilos 
formando la 2,4-dinitrofenilhidrazona, mucho más estable. El grupo dinitrofenil puede ser 
detectado y cuantificado espectrofotométricamente 
251, 252
, aunque la forma más común 
para detectar el grupo es mediante anticuerpos anti-DNP, lo que se conoce como técnica 
“oxyblot”. Esta técnica, en combinación con proteómica basada el gel para separar las 
proteínas y espectrometría de masas para su identificación, es hoy la técnica de elección 
para la cuantificación de carbonilaciones. Recientemente se ha desarrollado también un 
protocolo con una aproximación “shot-gun” centrada en el estudio de los péptidos 
mediante LC-MS; este método emplea etiquetas isobáricas que permiten cuantificar el 
grado de carbonilación e incluso “mapear” los aminoácidos modificados 253. 
La carbonilación proteica como biomarcador de exposición a 
contaminación 
Los niveles de carbonilación de proteínas son reconocidos como un marcador 
universal de estrés oxidativo y han sido vinculados a diversos trastornos y patologías, 
envejecimiento y muerte celular 
212, 254, 255
. Asimismo, permiten determinar daños tisulares 
y/o trastornos metabólicos provocados por contaminación 
256
. Distintos estudios han 
propuesto la determinación de niveles de carbonilación como un biomarcador molecular 
de estrés oxidativo. En organismos acuáticos, la carbonilación de proteínas se analizó por 
primera vez en Mytilus edulis, estudio que señaló a la glándula digestiva como el 
principal sitio de carbonilación en respuesta al estrés oxidativo producido por metales 
pesados como Cd y Zn 
257
. Este estudio demostró que las dianas de carbonilación son 
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proteínas específicas, poniendo en valor esta PTM como biomarcador específico y 
sensible de estrés oxidativo. Posteriormente se ha usado la carbonilación de proteínas 
como biomarcador en organismos acuáticos del efecto a la exposición de diferentes 
metales pesados como Cr 
258, 259
, Cd 
260
, As 
261
 o incluso para la biomonitorización de 
zonas expuestas a altas concentraciones de metales (Cu) y PAHS 
262
. Asimismo, la 
cuantificación de la carbonilación de proteínas ha sido a menudo usada en organismos 
acuáticos para evaluar el estrés oxidativo inducido por plaguicidas 
263-265
 y contaminantes 
emergentes, como nanoparticulas 
266, 267
 o drogas de abuso 
268
. 
Metalómica 
El estudio de los mecanismos de absorción de metales/metaloides, su tráfico y 
función en los procesos biológicos complejos, resulta de sumo interés para comprender 
los mecanismos moleculares que subyacen a los efectos beneficiosos o tóxicos ejercidos 
por estos, y aún más, para explicar su impacto en los organismos. Por tanto, junto a 
conceptos como el de genoma y proteoma hay que añadir también el del metaloma, 
cuando se estudian los procesos bioquímicos que se desarrollan en el interior de una 
célula 
275.
 El “metaloma” se refiere a la medida de los elementos (especies metálicas y 
metaloides) presentes en una célula o tejido, su identificación, cuantificación localización 
y especiación 
269-274
. Los iones metálicos presentes en la célula están principalmente 
ligados (enlaces de coordinación) a biomoléculas tanto de bajo (ácidos orgánico y 
aminoácidos), como de alto peso molecular (proteínas, polisacáridos, ácidos nucleicos). 
Los metaloides suelen estar unidos por enlace covalente a biomoléculas, como es el caso 
de las selenoproteínas o los arsenolípidos. 
Los procedimientos analíticos de especiación química se han ido desarrollando 
en los últimos 20 años y se usan de forma rutinaria en temas medioambientales, de salud 
o alimentarios. Estas metodologías requieren el acoplamiento de una técnica de 
separación como la cromatografía líquida (HPLC), electroforesis capilar (CE) o 
cromatografía de gases 
58
, con un detector atómico como el plasma de acoplamiento 
inductivo con detector de masas (ICP‐MS). El ICP-MS en este campo es una herramienta 
muy valiosa que propor-ciona gran sensibilidad, selectividad y precisión facilitando el 
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análisis de metalobiomolé-culas a muy baja concentración en matrices biológicas 
complejas 
276 
. 
Metabolómica  
El metaboloma es el conjunto de compuestos de baja masa molecular 
(típicamente <1.000Da) presentes en los sistemas biológicos
277
. La metabolómica es el 
análisis (identificación y cuantificación) del metaboloma en una célula bajo determinadas 
condiciones endógenas (fisiológica) o exógenas (exposición)
278.
 Los enfoques 
metabolómicos se han desarrollado en muchas áreas de la investigación bioanalítica, 
incluyendo la toxicología 
279,
 debido a la posibilidad de detectar la respuesta metabólica a 
la exposición química a fin de encontrar biomarcadores sobre el estado fisiológico real de 
los organismos vivos. Por ello, la metabolómica juega un papel clave para entender los 
resultados de los procesos biológicos complejos, así como para la diagnosis de cambios 
importantes a nivel celular y biológico relacionados con el medio ambiente, los alimentos 
y la salud 
127
.  
La metabolómica ambiental es un procedimiento emergente para estudiar los 
perfiles metabólicos de los sistemas biológicos expuestos a estrés medioambiental y 
poder caracterizar las interacciones de los xenobióticos con los seres vivos 
280, 281
. Cuando 
se emplea de forma integrada con otras ómicas, como transcriptómica y proteómica, 
permite evaluar el impacto bioquímico de los xenobióticos y los aspectos toxicológicos 
asociados 
281
. 
Técnicas analíticas para la búsqueda de biomarcadores en metabolómica 
La búsqueda e identificación de metabolitos útiles como biomarcadores requiere el 
uso de técnicas analíticas que tengan un amplio rango de aplicabilidad, además de muy 
elevada selectividad, especificidad y sensibilidad. En metabolómica se puede seguir un 
enfoque dirigido, basado en una hipótesis establecida previamente, en el que se mide y 
cuantifica un conjunto pequeño y bien definido de metabolitos conocidos 
282
, o rutas 
metabólicas generales 
283
. Este tipo de análisis se viene desarrollando desde hace décadas 
por lo que existen numerosos métodos para cuantificar metabolitos como azúcares, 
aminoácidos, esteroides o ácidos grasos, entre otros 
284-286.
 Los análisis no-dirigidos son 
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globales en su alcance y tienen el objetivo de medir simultáneamente la mayor cantidad 
posible de metabolitos a partir de muestras biológicas sin ninguna discriminación, 
excepto las inherentes a la metodología y la limitación que supone la identificación de los 
metabolitos a partir de conjuntos de datos extremadamente complejos 
287, 294
. 
 Las principales técnicas analíticas que se emplean para los estudios 
metabolómicos se basan en la resonancia magnética nuclear (RMN) y la espectrometría 
de masas (MS). La primera tiene carácter no destructivo y permite reutilizar la muestra 
para otros análisis, además la preparación de la muestra es muy simple, por lo que es una 
técnica fácilmente reproducible. Sin embargo, la MS presenta ventajas frente a la RMN, 
como su mayor sensibilidad y la posibilidad de aplicarse a muestras complejas en la que 
los distintos analitos se encuentren en un amplio rango de concentraciones. Además, MS 
es también una técnica importante para la identificación molecular de metabolitos 
desconocidos, especialmente a través del uso de experimentos en tándem MS/MS 
99, 288-290
.  
 La metabolómica debe hacer frente a la gran complejidad química y física de los 
metabolitos, entre los que hay compuestos muy polares y otros muy hidrófobos, que 
tienen masas muy diversas (de 50 a 1000 Da) en la mayoría de las matrices biológicas. 
Dada esta heterogeneidad, deben considerarse numerosos factores que van desde la 
cuidadosa preparación de muestra, la elección de las metodologías y herramientas de 
análisis, el análisis de los datos y, por último, la interpretación biológica de los resultados, 
en un esquema de trabajo (workflow) que debe estar perfectamente definido (Fig.34). La 
espectrometría de masas de ionización por electro-espray acoplado a cromatografía 
líquida (LC/ESI-MS) es la combinación de más comúnmente utilizada en la 
metabolómica no-dirigida, usando principalmente como analizador QqQ-TOF de alta 
resolución, ya que proporciona una mayor sensibilidad y especificidad molecular. 
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Figure 34. Workflow for a Metabolomic “non-target" analysis.  
Estudios metabolómicos aplicados a la toxicología medioambiental en 
ecosistemas acuáticos 
Aunque la metabolómica es un campo relativamente reciente, ha sido usada como 
una potente herramienta en el estudio de los mecanismos de toxicidad de muy diversas 
sustancias consideradas como contaminantes medioambientales. Existen en la bibliografía 
diversos estudios sobre el metaboloma de organismos acuáticos expuestos a tóxicos
 295-298.
 
El desarrollo de las técnicas metabolómicas ha permitido también, en los últimos años, su 
uso para la biomonitorización ambiental de ecosistemas acuáticos, usándose en 
organismos de vida libre como bioindicadores como bivalvos, peces o cangrejos 
299, 300-307
. 
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Antecedentes y justificación 
La contaminación es uno de los problemas más importantes del siglo XXI, con 
importantes repercusiones sobre el bienestar de la población, la sostenibilidad de los 
recursos naturales y la conservación del medio natural. Los grupos de investigación 
donde se ha desarrollado el  trabajo que se presenta como Tesis poseen una amplia 
trayectoria de trabajo conjunto adquirida a lo largo de 4 proyectos nacionales y 3 de 
ámbito autonómico ejecutados desde 2002, centrados en la problemática del Parque 
Nacional de Doñana y su entorno, que se ha convertido en un fabuloso laboratorio natural 
para el desarrollo y aplicación de nuevas metodologías analíticas que permitan una 
aproximación mucho más global y precisa para la evaluación de los problemas de 
contaminación medioambiental. En estos proyectos se abordo primero las metodologías 
para determinar la presencia de metales y plaguicidas y sus efectos en biomarcadores 
convencionales. En los proyectos subsiguientes, ante la baja correlación encontrada entre 
contaminantes y biomarcadores, se procedió a desarrollar herramientas metodológicas 
más robustas que permitan la correcta monitorización de los sistemas ambientales para 
establecer su calidad, y, en su caso, la aplicación de medidas correctoras. Las 
herramientas actuales más eficientes son las de análisis masivo no dirigido, denominadas 
ómicas, que permiten cuantificar alteraciones de los ciclos homeostáticos a nivel 
transcripcional -transcriptómica, a nivel de proteínas -proteómica, y de metabolitos -
metabolómica. Recientemente se ha propuesto la integración de ómicas para tener una 
visión global (holística), mucho más realista de los procesos que se producen en el medio 
ambiente. 
Este trabajo se centra en el uso de procedimientos proteómicos, metabolómicos y 
metalómicos, ya desarrollados en nuestros grupos de investigación en otros organismos 
(ratones), introduciendo mejoras metodológicas para su aplicación al decápodo P. clarkii, 
que se utilizará como organismo bioindicador de la calidad ambiental de ecosistemas 
acuáticos. El presente estudio se centra en Doñana y su Entorno que, a pesar de su 
importancia ecológica, sufre la acción potencial de la actividad agrícola, industrial y 
minera de zonas cercanas. Los animales se han muestreado en varios puntos relacionados 
con la presencia de productos agroquímicos (arroyos del Partido y la Rocina) o metales y 
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plaguicidas (arrozal del “Matochal”). Como control se ha empleado el Lucio del Palacio, 
en el corazón de Doñana. 
 
Hipótesis de partida 
Las premisas en que se apoya esta Tesis son las siguientes:  
i. Los contaminantes y sus productos o especies químicas de degradación provocan 
respuestas biológicas sobre los organismos de los ecosistemas afectados.  
ii. La acción final de los contaminantes sobre los seres vivos está vinculada a la 
bioaccesibilidad y biodisponibilidad de los mismos.  
iii. Las respuestas a la contaminación se manifiestan de una manera global que sólo 
puede abarcarse utilizando de forma integrada metodologías ómicas. 
iv. Los contaminantes provocan notables cambios en la homeostasis de los elementos 
esenciales, sobre todo a nivel de expresión de metalobiomoléculas (metalómica) y 
metabolitos pequeños (metalometabolómica). 
v. La aplicación e integración multidisciplinar de todas estas herramientas analíticas 
innovadoras van a permitir: 
a. Disponer de nuevas plataformas instrumentales para el estudio del medio 
ambiente, formas de interpretación más precisas de los episodios 
medioambientales y, en definitiva, aproximaciones más potentes que 
aseguren la calidad y salud medioambiental. 
b. Identificar de forma más fiable biomarcadores para el diagnóstico, 
pronóstico y seguimiento de problemas que afectan a la salud de los 
ecosistemas. 
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Objetivos 
Los Objetivos planteados en esta Tesis, y a los que se trata de dar respuesta en los distin-
tos Capítulos que integran esta Memoria son: 
1. Investigar la bioacumulación de metales en tejidos de cangrejos P. clarkii y deter-
minar su capacidad para reflejar la contaminación de metales pesados y metaloides 
presentes en su medio, mediante la cuantificación por ICP-MS de estos elementos 
tanto a nivel tisular (glándula digestiva y branquias) como en sedimentos de la 
zona. Este Objetivo se aborda en el Capítulo 1. 
2. Evaluar el daño oxidativo a biomoléculas provocado por contaminación mediante 
la cuantificación de niveles de peroxidación lipídica y de carbonilación de 
proteínas en diferentes órganos de P. clarkii. Este Objetivo se aborda en los 
Capítulos 2 y 3. 
3. Cuantificar el grado de oxidación reversible de tioles en proteínas de cangrejos P. 
clarkii capturados en zonas contaminadas por proteómica redox. Este Objetivo se 
aborda en el Capítulo 4, publicado en Science of The Total Environment [Sci. 
Total Environ. 2014, 490, (0), 121-133], con un IP de 4.099 y situada en el primer 
decil (18/223) de su categoría (Environmental Sciences) 
4. Estudiar de la respuesta biológica a nivel proteómico, en branquias y glándula 
digestiva, de cangrejos P. clarkii capturados en zonas con altos niveles de contami-
nación. Para ello, se usará proteómica 2D-DIGE que permitirá detectar proteínas 
con variaciones de abundancia estadísticamente significativas, que se identificarán 
por MS para establecer las rutas metabólicas afectadas por la contaminación. Estas 
proteínas pueden ser nuevos biomarcadores de contaminación. Este Objetivo se 
aborda en el Capítulo 5. 
5. Identificar y caracterizar los cambios a nivel metabólico causados por 
contaminación en P. clarkii, mediante el análisis de los metabolomas de glándula 
digestiva y  branquias de cangrejos capturados en zonas con diferentes niveles de 
contaminación. Este Objetivo se aborda en el Capítulo 6. 
6. Como objetivo global se pretende obtener una visión integral de las respuestas 
biológicas causadas por la contaminación y desarrollar pautas y protocolos útiles 
para la gestión ambiental y vigilancia de los sistemas acuáticos. 
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Objectives 
The objectives of this Thesis, addressed in its different Chapters, are: 
1. To study the bioacumulation of metals in digestive gland and gills of P. clarkii 
crayfish and to determine the suitability of this decapod to reflect the pollution by 
heavy metals and metalloids in their environment, by using ICP-MS for 
quantificat-ion of elements at tissues (digestive gland and gills) and sediments. 
This objective is addressed in Chapter 1 
2. To assess the level of oxidative damage caused to biomolecules by environmental 
pollution by quantifying lipid peroxidation and protein carbonylation in P. clarkii. 
This objective is addressed in Chapters 2 and 3. 
3. To evaluate the utility of redox proteomics as a novel biomarker by quantifying the 
changes in the level of reversible thiol oxidation in proteins caused by 
environmental pollution in P. clarkii digestive gland. This objective is addressed in 
Chapter 4, and its results has been published in Science of the Total Environment 
(2014) 49:121-133, with an IP of 4,099 and positioned on the first decile (18/223) 
of its category (Environmental Sciences). 
4. To analyze the biological response, at the protein level, to environmental pollution 
in P. clarkii gills and digestive glands. By using 2D-DIGE proteomics and MS, 
proteins with statistically significant variations in abundance will be detected and 
identified to establish the metabolic pathways affected by pollution. This study 
may provide novel biomarkers for evaluation of environmental pollution. This 
objective is addressed in Chapter 5. 
5. To identify and characterize the metabolic changes caused by pollution in P. clarkii 
tissues by analyzing the metabolome of digestive gland and gills of specimens 
caught in areas with different levels of pollution. This objective is addressed in 
Chapter 6. 
6. A final and global objective of this Thesis is to get a comprehensive understanding 
of the biological responses elicited by pollution and to develop useful guidelines 
and protocols for the environmental management and surveillance of the aquatic 
systems.
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Zonas de muestreo 
Teniendo en cuenta las distintas actividades antropogénicas que amenazan al 
PND y las vías por las que los contaminantes derivados de ellas pueden acceder al 
mismo, se capturaron ejemplares de P. clarkii en puntos clave de las vías de acceso de 
agua al Parque, esto es, en los arroyos del Partido y la Rocina, que suministran agua por 
el oeste, y en los arrozales de El Matochal, que cogen agua del arroyo Brazo de la Torre, 
en el este del Parque. Como referencia se capturaron animales en una laguna del interior 
del Parque, lo más alejadas posible de los focos de contaminación. Los sitios exactos de 
captura se muestran en la Fig. I y se describen brevemente a continuación. 
- Lucio del Palacio (LP), situado en interior de la Reserva Biológica de 
Doñana, la zona más protegida del Parque y desde hace más tiempo. Esta localización fue 
tomada como zona control y los cangrejos capturados en ella como organismos de 
referencia, al tratarse de un punto libre de contaminantes, según estudios de nuestro grupo 
a lo largo de varios años.  
-Partido (PAR), situado en el curso bajo del arroyo del Partido, al Sur de la 
población de Almonte y que constituye otra de las fuentes de entrada de agua al Parque. 
Este lugar está influenciado por la contaminación derivada del uso abundante de 
agroquímicos en la agricultura intensiva que se ha desarrollado en los últimos años en la 
zona y por otra parte debido a la contaminación antropogénica dada su cercanía al núcleo 
de población y la deficiente depuración de las aguas residuales (tal y como se pudo 
comprobar in situ en el momento del muestreo). 
-Matochal (MAT), situado al Sur de los arrozales de Villafranco, y al Este del 
PND. En dichos arrozales es donde se da la mayor producción de arroz de España y por 
tanto es una zona potencialmente afectada por contaminantes de uso agrícola, como 
herbicidas, plaguicidas y alguicidas. Asimismo, el punto de muestreo elegido se 
encuentra muy cercano a la zona de Entremuros directamente afectada por los lodos 
tóxicos del vertido de Aznalcóllar. 
-Rocina (ROC), situado en el curso medio del arroyo La Rocina, uno de los 
principales aportes de agua al PND y bajo la fuerte influencia de la contaminación 
generada por el cultivo de fresa y cítricos que se da en su entorno. 
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Figure I.  Principal sources of pollution that threaten Doñana and sampling points 
where the specimens of P. clarkii were collected. 
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Captura de animales 
Los cangrejos se capturaron en la primavera (mayo-junio) de 2009. La captura 
se hizo durante la noche, usando nasas tubulares cebadas con carne de pollo. Las nasas se 
recogieron cada mañana para evitar estrés a los cangrejos capturados y que algún anfibio 
entrase accidentalmente en el dispositivo (Fig. II). 
 
 
 
 
Figure II. Placement of creels to capture crayfish and mode of transport 
 
Por cada zona se capturaron entre 14 y 20 cangrejos, reteniéndose solo 
individuos machos con una longitud de entre 8 y 11 cm (tamaño de un adulto). Cada día, 
tras su captura, los cangrejos se llevaron al laboratorio de El Bolín, en la Estación 
Biológica de Doñana, donde fueron pesados y diseccionados (Fig. III a y b) y a cada uno 
se le asignó un código indicando la zona de procedencia y la fecha de muestreo. 
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Extracción y procesado de órganos  
Tras el sacrificio, de cada animal se extrajo la glándula digestiva (hepatopán-
creas) y las branquias. Los órganos se pesaron individualmente (Fig. III c) y se 
congelaron inmediatamente en nitrógeno líquido, tras lo cual se almacenaron a –80º C en 
el laboratorio de la Reserva Biológica de Doñana, hasta su traslado al Departamento de 
Bioquímica y Biología Molecular de la Universidad de Córdoba. Una vez aquí, los 
órganos se trituraron individualmente con un criohomogeneizador (Freezer/Mill 6770) y 
se dividieron en alícuotas y almacenaron a –80º C hasta su procesado para los distintos 
análisis. 
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Figure III. Images of dissection and handling of the samples in the laboratory of the 
Biological Station of Doñana. A) Dissection process, weighting and N2 freezing of 
samples in the laboratory El Bolin. B) Scheme of the process of dissection and removal of 
organs. C) Details of the antennal gland and gills of P. clarkii. 
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1.1. Resumen 
El uso de pesticidas y fertilizantes constituye una fuente de metales y 
metaloides para suelos y aguas, que acaban contaminados con elevadas cantidades de As, 
Cd, Co, Cu, Ni, Pb, Zn, Fe, Mn y otros metales pesados. Metales y metaloides persisten 
en el ambiente por años y tienen una elevada toxicidad, por lo que se consideran 
peligrosos para organismos y ecosistemas. Hemos evaluamos mediante ICP_MS, el nivel 
de contaminación por metales de sedimentos y tejidos de cangrejos Procambarus clarkii 
capturados en las zonas problema PAR y MAT, tomando como referencia muestras 
recogidas en LP. De esta manera se pudo evaluar tanto la bioaccesibilidad como la 
biodisponibilidad de los 16 elementos analizados (Be, Al, V, Cr, Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn, 
As, Se, Ag, Cd, Tl y Pb). La determinación de elementos en glándula digestiva, branquias 
y sedimentos se llevó a cabo por ICP-MS, utilizando, en el caso de los sedimentos, la 
fracción < 630 μm, única que puede ser ingerida casualmente por P. clarkii al estar 
asociada a la fracción orgánica del sedimento. El estudio se hizo agrupando cantidades 
iguales de tejido de catorce ejemplares de P. clarkii capturados en cada zonas en 4 lotes, 
que se consideraron como réplicas biológico/técnicas. De esta manera se redujo la carga 
de trabajo y el coste económico, al tiempo que se tenía en cuenta la posible variabilidad 
interindividual 
1, 2
. Los resultados obtenidos indican que la zona LP y los cangrejos 
capturados en ella son buenas referencias en estudios de contaminación ambiental y que 
las zonas PAR y, especialmente, MAT son sitios altamente contaminados por metales y 
metaloides tanto esenciales como no esenciales. Es destacable que los animales de MAT 
acumularon principalmente elementos esenciales (Mn, Fe, Zn, Cu), a diferencia de los de 
PAR, que lo hicieron principalmente con elementos tóxicos (Cr, As). Fue también notoria 
la alta bioacumulación de Cd y As en animales capturados en MAT, ambos elementos 
procedentes probablemente del vertido de lodos causado por la rotura de la balsa de 
contención de la mina de Aznalcóllar en 1998. La buena correlación directa encontrada 
entre concentración de metales en sedimentos y en órganos de P. clarkii sustenta la idea 
de que este decápodo es un buen bioindicador de contaminación por metales. Es muy 
probable que el exceso de estos contaminantes y sus interacciones y sinergias entre sí y 
con otros contaminantes presentes en el medio alteren la homeostasis de P. clarkii y le 
provoquen estrés celular, enfermedad e incluso la muerte, causando alteraciones a nivel 
molecular que se estudiarán en posteriores secciones de esta Tesis.  
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1.2. Determinación de metales por ICP-MS en 
glándula digestiva y branquias como medida del 
grado de contaminación de P. clarkii y las zonas de 
captura 
Como se comentó en la Introducción General, el Parque Nacional de Doñana 
(PND) se ve continuamente expuesto a una gran presión ecológica a consecuencia de las 
actividades antropogénicas llevadas a cabo en sus alrededores 
3-8
. Estas zonas limítrofes 
con el Parque albergan una densa población humana cuyas actividades principales están 
relacionadas con el turismo y la agricultura.  De ellas parten arroyos (Partido, La Rocina, 
Guadiamar) y aguas subterráneas que alimentan las marismas de Doñana y pueden 
arrastrar multitud de contaminantes. La agricultura convencional utilizada 
mayoritariamente en la zona se basa en el uso de una gran cantidad de herbicidas, 
insecticidas, pesticidas y fertilizantes para el cultivo del arroz, los cítricos y las fresas en 
invernadero. Hace más de 3.000 años que se viene utilizando en la zona algún tipo de 
pesticida para proteger las cosechas. Desde los primeros, basados en el uso de polvo de 
azufre, pesticidas alcaloides, organoclorados, fosfoclorados, carbamatos, piretrinas, 
triazinas, han ido siendo usados y prohibidos a lo largo de los siglos. Estos pesticidas 
contienen elementos como As, el Cd, el Hg o el Pb, en los que muchas veces se basa su 
acción. También los fertilizantes, orgánicos e inorgánicos (urea, superfosfato cálcico, 
sulfato de hierro, sulfato de cobre), constituyen una fuente adicional de metales y 
metaloides (Cd, Co, Cu, Ni, Pb, Zn, Fe y/o Mn) en los suelos y las aguas 
9
. Estos usos 
agrícolas, unidos a otras actividades industriales y mineras, causan la liberación, muchas 
veces inadvertida, de metales al medio ambiente. Incluso siendo manipulados 
cuidadosamente, la posibilidad de una exposición accidental es grande, especialmente 
para los organismos que viven próximos a las zonas tratadas. El problema se agrava al ser 
elementos muy persistentes en el medio, lo que facilita su entrada en la cadena trófica. 
Son, además, altamente muy reactivos y frecuentemente tóxicos por lo que constituyen un 
riesgo para la vida 
10
.  
El término metal pesado viene siendo usado por ecotoxicólogos y científicos 
medioambientales para referirse a metales que causan contaminación ambiental 
11
. Se 
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pueden definir como elementos metálicos que tienen alta densidad relativa en 
comparación al agua 
12
. Asumiendo que pesadez y toxicidad están íntimamente 
conectados, se incluyen en este grupo también metaloides como el As, muy tóxico 
incluso a niveles bajos. Algunos metales pesados son micronutrientes esenciales, como 
Cu, Fe, Mn, Ni o Zn. Estos elementos son generalmente requeridos en cantidades muy 
pequeñas, que los organismos suelen poder regular, de modo que sólo cuando se 
presentan en exceso resultan tóxicos. En contraste, los elementos no esenciales como Al, 
As, Cd, Pb y Hg, esto es, que no participan en funciones biológicas normales, 
rápidamente desencadenan efectos tóxicos 
(10y referencias que cita)
. Ambos tipos, esenciales y no 
esenciales, se pueden acumular en el organismo con el riesgo de ser transferidos a niveles 
tróficos superiores, hasta alcanzar a los humanos. Además, tras entrar en el organismo, 
los metales pesados pueden interactuar directamente con diversas biomoléculas, alterando 
procesos biológicos críticos y causando enfermedad (anemia, disfunción renal, daño 
cerebral, destrucción del tejido testicular, cáncer y parálisis, por citar algunos 
(10y referencias 
que cita)
.  
Siguiendo la logica de trabajos previos 
13-16
, evaluamos el nivel de 
contaminación de los tres grupos de animales tomando como indicador de concentración 
la concentración de varios metales y metaloides en glándula digestiva y branquias. Se 
suele el contenido total de metales en suelo o agua para evaluar el riesgo. Sin embargo, es 
muy importante considerar la bioaccesibilidad (posibilidad de entrar en contacto con el 
compuesto) y la biodisponibilidad (absorción por el organismo de la sustancia 
bioaccesible) y por ello, han de hacerse las medidas también en los tejidos de los 
organismos. Sedimentos y cangrejos P. clarkii se recolectaron en dos zonas contaminadas 
localizadas en los alrededores del PND (pág. 90). Una de ellas fue la zona media del 
arroyo El Partido (PAR), relativamente alejada de zonas de cultivo pero que recoge parte 
de las aguas de la ciudad de Almonte. La otra zona de captura fue la de los arrozales de 
Matochal (MAT). Los cangrejos de referencia se capturaron en la Laguna del Palacio 
(LP), en el corazón de la Reserva Biológica de Doñana y, por tanto, una zona limpia 
17
. 
Utilizando la metodología ICP-MS, se determinaron a la vez las concentraciones de 16 
(Be, Al, V, Cr, Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn, As, Se, Ag, Cd, Tl, Pb) en cada una de las 
muestras (sedimentos y animales).  
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1.3. Materiales y métodos  
1.3.1. Muestras utilizadas. 
Se analizaron glándula digestiva y branquias de cangrejos P. clarkii y sedimentos 
sus hábitats de estos animales. Se prepararon cuatro lotes por sitio de muestreo (LP, la 
zona de referencia y las zonas contaminadas PAR y MAT) mezclando en cada lote 
iguales cantidades de tejido homogenizado de 3-4 cangrejos. Las cuatro mezclas por 
zona se consideraron réplicas biológicas en las diferentes determinaciones. 
1.3.2. Preparación de muestras para la determinación de metales. 
Cada una de las muestras se sometió a digestión ácida por microondas, 
poniendo 200 mg de tejido en recipientes de 5 mL y añadiendo 600 μL de ácido nítrico y 
peróxido de hidrogeno (4:1 v/v). Tras 10 min, los viales se cerraron e introdujeron en un 
Sistema de Reacción Acelerada de Microondas (MARS, CEM). La mineralización se 
realizó a 400 W; la temperatura se aumentó desde 25°C a 160°C en 15 min y se mantuvo 
luego a 160°C durante 20 min. Tras ello, los volúmenes se ajustaron hasta 4 mL con agua 
ultrapura.  
Las muestras de sedimentos se secaron al aire y se pasaron por un tamiz de luz 
de malla de 2 mm. A continuación, se trituraron en mortero de ágata y se tamizaron de 
nuevo usando un tamiz de luz de malla de 0,63 μm Una vez bien secas, 250 mg de cada 
muestra se colocó en un reactor de teflón Express, se añadieron 5 mL de ácido nítrico, 2 
mL de ácido fluorhídrico y 1 mL de ácido clorhídrico y se introdujeron en el horno 
microondas. La mineralización realizó usando una potencia de 800 W y una rampa de 
temperatura desde temperatura ambiente hasta 180ºC durante 10 min. y se mantuvo a esta 
temperatura durante 50 min. Después de la digestión, se añadieron 6 mL de ácido bórico 
para neutralizar el exceso de ácido fluorhídrico. Posteriormente, las muestras 
mineralizadas se enrasaron hasta 25 g mediante adición de agua ultrapura, y se filtraron 
con filtros hidrófilos PVDF de 0,45 μm de luz de malla antes de su análisis mediante ICP-
MS.  
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1.3.3. Concentración de metales en órganos de P. clarkii y en 
sedimentos 
La concentración de metales (Be, Al, V, Cr, Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn, As, Se, Ag, 
Cd, Tl, Pb) se determinó usando un espectrómetro de masas con plasma acoplado 
inductivamente (ICP-MS) Agilent 7500ce (Agilent Technologies), equipado con un 
octopolo como celda de colisión/reacción y con un micronebulizador Micromist 
(GlasExpansion). Se usó He (pureza >99,999 %) como gas de colisión y se sintonizó con 
la solución que contenía Li, Co, Y Tl a 1 μg/L para optimizar las condiciones 
experimentales. La optimización de los diferentes parámetros del ICP-MS (posición de la 
antorcha, caudal del gas de nebulización, potencia de radiofrecuencia y voltaje de las 
lentes iónicas) se realizó con una disolución de 1 μg/L de Li, Y, Ce y Tl, al 2% en HNO3. 
Posteriormente se comprobó la exactitud de las masas, la resolución espectral y los 
porcentajes de óxidos e iones doblemente cargados, así como la sensibilidad y 
reproducibilidad, y se optimizaron los flujos de gas de colisión/reacción en función de la 
complejidad de la matriz. Las condiciones finalmente usadas se resumen en la Tabla 1.1.  
Table 1.1 Optimized operational conditions for the ICP-MS Agilent 7500ce 
analysis. 
La cuantificación se realizó en todos los casos por calibración interna, 
empleando como estándar interno rodio (Rh) a 1 µg/L en todas las muestras, patrones de 
calibración y controles de calidad empleados. Todas las determinaciones se hicieron por 
triplicado. 
Plasma gas flow 15.0 L min
-1
Auxiliary gas flow 1.0 L min
-1
Carrier gas flow 0.9 L min
-1
Sampling depth 8 mm
Conos Ni
He flow 3.9 mL min
-1
H2 flow
Qoct 18 V
Qp 16 V
Integratión time 0.3 seg per isotope
Using He as collision gas: 
53
Cr, 
55
Mn, 
63
Cu, 
65
Cu, 
64
Zn, 
66
Zn, 
75
As, 
57
Fe, 
103
Rh, 
114
Cd.
Using H2 as reaction gas: 
56
Fe, 
80
Se.
Power 1500 W
3.5 mL min
-1
Monitorized isotopes
Experimental conditions ICP-MS Agilent 7500ce
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1.4. Resultados y discusión 
1.4.1. Concentración de elementos en tejidos de P. clarkii 
Los resultados del análisis del contenido de 16 metales (Be, Al, V, Cr, Mn, Fe, 
Co, Ni, Cu, Zn, As, Se, Ag, Cd, Tl, Pb) por ICP-MS en glándula digestiva y branquias de 
P. clarkii capturados en las tres zonas de estudio se muestran en la Fig.1.1. No se han 
considerado los datos correspondientes a Be y Pb, pues las concentraciones detectadas 
fueron muy próximas o inferiores a los límites de detección de la técnica. Se encontraron 
diferencias importantes en la concentración de elementos, siendo la glándula digestiva el 
principal órgano bioacumulador de metales y los cangrejos de PAR y MAT los más 
afectados, en comparación con los datos obtenidos para los capturados en LP.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 1.1. Element concentrations in extracts of digestive glands and gills of P. clarkii 
crayfish from the three studied sites. Data (µg/g) are mean ± SEM from the fourteen crayfish 
at each capture site (LP, PAR and MAT) grouped in 4 pools. All measurements were made in 
triplicate. LODs were (in µg/g): Al: 1.120 µg/g; V: 0.054 µg/g; Cr: 0.098 µg/g; Mn: 0.032 
µg/g; Fe: 0.621 µg/g; Co: 0.026 µg/g; Ni: 0.098 µg/g; Cu: 0.065 µg/g; Zn: 0.165 µg/g; As: 
0.027 µg/g; Se: 0.033 µg/g; Ag: 0.008 µg/g; Cd: 0.001 µg/g. Statistical significances were 
determined in an unpaired Student t-test (a) between LP and PAR/MAT; (b) between PAR and 
MAT. 
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Mn, Fe, Zn y Cu presentaron la mayor tasa de acumulación en los cangrejos de 
los tres grupos de estudio, con valores entre 7 (Cu) y 30 (Zn) µg/g en el caso de la 
glándula digestiva de cangrejos LP, que subían hasta valores hasta 36 (Cu) y 135 (Mn) 
µg/g en cangrejos MAT. Estos metales fueron también mayoritarios en branquias, aunque 
con valores 3 veces inferiores a los de glándula digestiva. El Al presentó valores de 
concentración y preferencia de acumulación semejante a los del Cu. El As se acumuló 
sobre todo en glándula digestiva y en animales capturados en las zonas contaminadas. Co, 
Ni y Se almacenaron en ambos órganos con preferencia (> 4 veces) por la glándula 
digestiva, aunque en este caso los valores máximos, alcanzado en cangrejos MAT, 
estaban alrededor de 1-1,5 µg/g. En cambio, V y Cr se acumularon principalmente en 
branquias, duplicando los valores alcanzados en glándula digestiva. Ag y Cd fueron los 
elementos menos abundantes, aunque en el caso del Cd sus niveles subieron 
drásticamente en animales expuestos a contaminación (>28 veces en la glándula digestiva 
de cangrejos MAT). Es destacable que los animales de MAT acumularon principalmente 
elementos esenciales (Mn, Fe, Zn, Cu) a diferencia de los de PAR, que lo hicieron 
principalmente con elementos tóxicos (Cr, As). 
Se realizó un estudio de componentes principales (PCA) con los datos de la Fig. 
1.1 para comprender mejor la acumulación de metales en los dos órganos y en animales 
capturados en los tres lugares de estudio. Las dos primeras componentes del PCA 
explicaron el ~87% de la variación y generaron un diagrama de dispersión (Fig.1.2) 
mostrando claramente la separación entre individuos capturados en LP, la “zona limpia” y 
los capturados en las zonas contaminadas PAR y MAT, así como entre los dos órganos, 
glándula digestiva y branquias, de animales expuestos a contaminación.  
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Figure 1.2. Principal component analysis (type Spearman n-1) of element 
concentration (µg/g) for captured crayfish. Factor loading of the concentrations (▲, first 
component space) and tissue/sampling sites (second component space) points scores 
corresponding to digestive gland ( ) and to gill ( ) from crayfish captured at 
LP, PAR and MAT sites, respectively, are shown.  
 
Los coeficientes de correlación de Pearson (Tabla 1.2) mostraron, asimismo, 
dos conjuntos de asociaciones , una cde los metales pesados Fe, Cu, Ag, Mn y Al, 
correlacionados positivamente con el Cd, y otra con Zn, Se, Ni y Co, donde también se 
incluye el As.  
Table 1.2. Pearson´s correlation coefficients between elements concentration found in 
digestive gland and gills of crayfish at the different studied sites.  
Element V Cr Mn Fe Co Ni Cu Zn As Se Ag Cd
Al 0.047 -0.144 0.933 0.883 0.808 0.847 0.925 0.773 0.609 0.345 0.859 0.870
V 0.685 -0.204 -0.272 -0.336 -0.432 -0.138 -0.595 -0.538 -0.573 -0.220 -0.267
Cr -0.368 -0.219 -0.531 -0.470 -0.178 -0.523 -0.728 -0.511 -0.168 -0.209
Mn 0.959 0.768 0.851 0.970 0.878 0.764 0.584 0.923 0.905
Fe 0.673 0.820 0.986 0.893 0.701 0.634 0.953 0.923
Co 0.964 0.671 0.847 0.734 0.328 0.633 0.731
Ni 0.796 0.949 0.776 0.473 0.768 0.841
Cu 0.842 0.701 0.611 0.925 0.887
Zn 0.831 0.661 0.832 0.866
As 0.854 0.526 0.524
Se 0.423 0.349
Ag 0.983
 Values that are statistically significant at  the P  ≤ 0.05 level are indicated in bold.
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Las componentes F1 y F2 resumieron estos patrones de correlación y 
permitieron diferenciar claramente los dos órganos en P. clarkii. En conjunto, los 
cangrejos de LP tenian concentraciones menores en sus órganos, mientras que las 
glándulas digestivas de los cangrejos de MAT se situaron en el otro extremo del gradiente 
de contaminación por acumulación de metales pesados y, posiblemente, otros 
contaminantes, como pesticidas, fertilizantes y alguicidas usados en el cultivo del arroz
18, 
19
. 
Concentración de elementos en glándula digestiva.    
El análisis PCA (Fig. 1.2) demostró la separación natural de los dos órganos 
estudiados en animales contaminados, siendo la glándula digestiva la que acumuló la 
mayor concentración de todos los elementos analizados, excepto V y Cr (Fig. 1.2). Estos 
datos están en consonancia con el papel de este órgano en el almacenamiento y 
destoxificación de metales pesados 
20
, además de en diversos procesos fisiológicos, como 
la secreción de jugos digestivos, la absorción y almacenamiento de alimentos digeridos o 
la muda. En estos mecanismos de destoxificación participan, por ejemplo, 
metalotioneínas presentes en la glándula digestiva y cuya abundancia suele aumentar en 
organismos expuestos a metales, sirviéndose de sus grupos tiólicos para unirlos y 
secuestrarlos 
21
.  
La componente F1 del PCA, que explicó el 70,3 % de la variabilidad observada 
(Fig. 1.2), está relacionada con las concentraciones de Fe, Mn, Zn y Cu, que, a su vez, se 
correlacionan positivamente ente sí. Las muestras de glándula digestiva de cangrejos 
capturados en PAR y sobre todo en MAT, presentaron las concentraciones más altas de 
estos elementos, plenamente de acuerdo con lo discutido previamente. Fe y Mn juegan un 
papel importante en la química del oxígeno, como cofactores de enzimas que retiran los 
productos dañinos del metabolismo del O2 como el anión superóxido y el peróxido de 
hidrogeno. El Fe tiene alto potencial redox y puede causar estrés oxidativo por la reacción 
de Fenton 
22
. El Mn es menos propenso a estas reacciones por su mayor potencial rédox.. 
Sin embargo la exposición a altas concentraciones de Mn incrementa los niveles de ROS 
y la disminución de los niveles de enzimas antioxidantes como SOD 
23
, causando daños 
oxidativos en lípidos y proteínas. Las consecuencias son alteraciones en el sistema 
inmune y neurotoxicidad y afectación de  funciones como la percepción quimiosensorial 
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del alimento 
24
. El Cu forma parte del pigmento respiratorio hemocianina, lo que explica 
su abundancia natural en la glándula digestiva 
25
. El aumento de Cu inhibe distintas 
enzimas esenciales para la supervivencia de la célula, altera la capacidad 
osmorreguladora de branquias y la generación de ROS 
26
 a través también de la reacción 
de Fenton, provocando  el descenso de los niveles de GSH 22. Al contrario que estos 
biometales, activos en procesos redox, el Zn es redox-inerte y se le atribuyen propiedades 
antioxidantes únicas, que le permiten modular el estrés oxidativo a través de la protección 
de los grupos -SH de las proteínas, contribuyendo a su correcto plegamiento y 
mantenimiento de su estabilidad 
27, 28. 
 
Concentración de elementos en branquias.  
Las branquias de los organismos acuáticos están en contacto directo con el 
medio y, por ello, con los posibles contaminantes que éste pudiera contener. No se tiene 
aún un conocimiento completo de cómo las branquias participan en la entrada de metales 
al organismo ni sobre los mecanismos presentes en las branquias para el almacenamiento 
y destoxificación de estos elementos. Diversos trabajos indican que las branquias 
incorporan metales mediante endocitosis 
29
. Tal es el caso de las branquias de mejillón, 
que incorporan Fe coloidal y Pb mediante este mecanismo 
30
. El Cr es el único elemento 
estudiado que se acumuló preferentemente en branquias de P. clarkii, 
independientemente de su zona de captura (Fig. 1.1). Estos resultados coinciden con el 
hecho de ser las branquias el sitio donde el Cr ejerce mayor toxicidad, al causar 
inflamación crónica que afecta al intercambio gaseoso y la ingesta de alimentos 
31
. Igual 
que en la glándula digestiva, la acumulación de elementos en las branquias fue superior 
en animales capturados en las zonas contaminadas PAR y MAT que en animales de la 
zona control LP (Fig. 1.1). 
1.4.2. Concentración de elementos en sedimentos 
La concentración de elementos esenciales como Cu, Mn, Zn y Fe se regula 
íntimamente, tanto a nivel celular como de organismo. En tanto que la exposición a estos 
elementos esté por debajo de un cierto valor umbral, los decápodos no los acumulan en 
sus tejidos, sino que son destoxificados por metalotioneínas y eliminados a través de los 
órganos excretores o las branquias 
25
. Solo cuando se superan esos umbrales en el medio, 
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los elementos esenciales se acumulan en los organismos y acaban causando enfermedad e 
incluso muerte. Nuestros resultados (Fig. 1.1) indicaron una concentración hasta 10 veces 
superior de Mn, Fe, Zn and Cu en los cangrejos capturados en PAR y MAT, lo que 
sugería que en estos animales se ha sobrepasado la capacidad reguladora, probablemente 
por la presencia de cantidades elevadas de estos elementos en el medio.  
A diferencia de lo que ocurre con los elementos esenciales, los no esenciales se 
acumulan en función de su presencia en el medio y su biodisponibilidad. El organismo 
contribuye a su acumulación, pues en muchas ocasiones son atrapados por 
metalotioneínas y almacenados 
22, 32
. Se ha descrito, por ejemplo, que la tasa de 
bioacumulación de Cd es superior a la de la mayoría de otros elementos, debido a que 
suele asimilarse rápidamente y a que tiene una baja tasa de excreción 
(
 
33 y referencias que cita
) 
De acuerdo con esta observación, en este trabajo se encontró una concentración de Cd 28 
veces mayor en la glándula digestiva de los cangrejos MAT que en la de animales de 
referencia (Fig. 1.1). También la acumulación de As fue mayor en cangrejos de zonas 
contaminadas especialmente en PAR (incrementos de 2,6 veces). La bioacumulación de 
As es altamente dependiente de la especie iónica y de propiedades de los propios 
sedimentos, como pueden ser la presencia de óxidos de hierro, sulfatos y/o carbono 
orgánico disuelto, las cuales controlan la movilidad del As en los suelos
34
. 
Para comprobar en qué medida la presencia de metales en los tejidos de P. 
clarkii reflejaba la contaminación del medio en que se capturaron, se determinó la 
concentración de Mn, Fe, Zn, Cu, As y Cd en los sedimentos. La determinación se llevó a 
cabo por ICP-MS utilizando únicamente la fracción < 630 μm, la única que puede ser 
ingerida casualmente por P. clarkii al estar asociada a la fracción orgánica del sedimento. 
La concentración de estos cinco elementos Mn, Cu, Zn, As y Cd, en las muestras de 
sedimento recolectadas de tres puntos diferentes en los tres sitios estudiados se muestran 
en la Tabla 1.3. 
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Table 1.3. Elements concentration (g/g) in sediments from LP, PAR y MAT. 
 
 
Las concentraciones más bajas de todos estos elementos se cuantificaron en 
muestras recogidas en LP (Tabla 1.3). Por el contrario, el análisis mostró que los 
sedimentos de la zona PAR y en particular de MAT, afectadas por prácticas de agricultura 
intensiva, tenían una mayor carga de estos elementos. Estos resultados están de acuerdo 
con datos anteriores publicados sobre el contenido total de metales en suelos, sedimentos 
y agua recogidas en los mismos puntos en estudio en campañas anteriores
8,35,36,
 
ratificando la alta contaminación que sufre PAR y especialmente MAT, donde los 5 
elementos presentaron concentraciones superiores en más de 2 veces a las del sitio de 
referencia. Aunque pueden tener diversos orígenes, sin duda una de las principales 
fuentes de Mn, Fe, Cu y Zn es su presencia en los fertilizantes, pesticidas y alguicidas 
ampliamente usados en los cultivos de cítricos, invernaderos de fresas y arrozales. Esto 
sería también aplicable a elementos no esenciales como As y Cd. La mayor presencia de 
metales en sedimentos y animales capturados en MAT podría estar relacionada con la 
contaminación generada por la rotura de la presa de la mina de Aznalcóllar, que liberó 
lodos ricos en Fe, Zn, Pb, As, Cu, Mn, Sb y Ba, entre otros elementos. Los lodos se 
extendieron casi un km a ambas orillas del arroyo Guadiamar a lo largo de 20 km de su 
curso y, aunque no llegaron a entrar en Doñana, afectaron gravemente a sus 
inmediaciones, incluyendo la zona de El Matochal
 37
. A pesar de los esfuerzos realizados 
para su limpieza, la contaminación de los acuíferos de la zona es aún importante 
38
.  
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El análisis de regresión lineal comparando la concentración de Mn, Cu, Zn, As 
y Cd en glándula digestiva de P. clarkii y en sedimentos demostró una buena correlación 
positiva (> 93%) para Mn, Cu y Zn (Fig.1.3). Asimismo se encontró buena correlación (> 
99,5%) entre la concentración de Mn y Cu en sedimentos y los dos órganos analizados de 
P. clarkii. En el caso del Zn la correlación fue buena en glándula digestiva pero no en 
branquias, indicando que este órgano no acumula de igual manera este elemento. Los 
resultados obtenidos sugieren que los mecanismos reguladores que controlan la 
acumulación de metales esenciales (Mn, Cu, Zn) están sobrepasados en los cangrejos 
PAR y MAT y que el nivel de acumulación de los mismos en sus tejidos es, por ello, un 
reflejo de las concentraciones de estos elementos en los sedimentos de la zona. 
 
Figure 1.3. Linear regression comparing Mn, Cu, Zn, As and Cd concentrations 
in P. clarkii organs and in sediments of the LP, PAR and MAT sites. Analysis 
was performed with the XLSTAT v. 2013.6.02 (Addinsoft) 
 
El As mostró también una buena correlación entre sedimentos y branquias (> 
90%), pero no con glándula digestiva (24%), donde se acumula en mayor cantidad, 
especialmente en animales de PAR. En el caso del Cd, la correlación fue similar en 
ambos órganos (> 72%). Niveles de correlación mejores se esperarían para el Cd y el As 
que para los otros tres metales, pues los animales son incapaces de regular su 
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absorción/excreción, como se comentó antes. Sin embargo, es posible que la alta 
variabilidad interindividual encontrada al determinar las concentraciones de estos 
elementos, Cd y As, esté enmascarando el resultado, incluso en el caso del Cd, que 
presenta la mayor tasa de bioacumulación (> 28 veces en tejido de cangrejos MAT, lo que 
supone más de 6 veces deaumento observado en sedimento de esta zona, siempre referido 
a las muestras de referencia) (Fig. 1.3). 
1.5. Conclusiones 
El bajo contenido en metales determinado en la zona LP y en los cangrejos 
capturados en ella, validan su utilización como referencia en estudios de contaminación 
ambiental, coincidiendo con resultados previos de nuestro grupo y de otros 
6, 7, 14, 17, 35, 36, 39
. 
Asimismo, los resultados de este trabajo vienen a confirmar que PAR y, especialmente, 
MAT son sitios altamente muy contaminados
13, 35, 39-41
, con niveles elevados de diversos 
elementos, tanto esenciales como no esenciales. Aunque el origen de la contaminación de 
PAR y MAT puede ser diversa, una de las principales fuentes de Mn, Fe, Cu y Zn es, sin 
duda, la presencia de estos metales en fertilizantes y pesticidas muy usados en el cultivo 
de cítricos, fresas y arroz. Es posible que este sea también el origen de otros metales y 
metaloides esenciales y no esenciales, y explicaría por qué los animales de MAT, un 
arrozal, presentan mayores cantidades que los de PAR.  
Es destacable la alta bioacumulación de Cd en los cangrejos, superior a la de la 
mayor parte de los metales estudiados. Probablemente, el hecho de que se asimile 
rápidamente y que sea difícil de excretar explique que el Cd se acumule en cantidades 7 
veces superiores a los controles en glándula digestiva de cangrejos de PAR y hasta 28 
veces más en los capturados en MAT. Estos cangrejos MAT también concentran As. 
Ambos, As y Cd, pueden tener su origen, al menos parcialmente, en el vertido causado 
por la rotura de la balsa de contención de lodos de la mina de Aznalcóllar en 1998 
37
.  
Considerados en conjunto, nuestros resultados indican que los animales que viven 
en PAR y especialmente en MAT, acumulan altos contenidos de metales y metaloides, 
muchos de ellos relacionados con estrés oxidativo y diversas enfermedades. El exceso 
de estos contaminantes y sus interacciones y sinergias entre sí y con otros 
contaminantes presentes en el medio, pueden acabar ocasionando alteraciones 
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homeostáticas conduciendo a situaciones de estrés celular y, en última instancia, causar 
enfermedad e incluso la muerte 
42-46
. La comparación de la concentración de metales en 
sedimentos y en los órganos de P. clarkii sustenta la idea de que este decápodo es un 
buen indicador de contaminación por metales en los ecosistemas. 
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2.1. Resumen 
Los tejidos de los cangrejos P. clarkii capturados en las zonas PAR y MAT 
presentaron una acumulación de metales muy superior a la observada en los animales de 
referencia (Cap. 1). Dada la capacidad de los metales de generar especies reactivas de 
oxigeno (ROS), es muy posible que estos animales estén sufriendo una situación de estrés 
oxidativo, con el consiguiente daño a proteínas, lípidos y ácidos nucleicos. El ataque de 
ROS a los lípidos de membrana genera peróxidos orgánicos, en un proceso en cascada 
denominado peroxidación lipídica, que se considera el principal mecanismo implicado en 
el daño oxidativo a las estructuras celulares y al proceso de toxicidad que lleva a la 
muerte celular. Aldehídos como malondialdehído (MDA),  4-hidroxi-2-nonenal (HNE) y 
acroleína, se generan por peroxidación de los lípidos de las membranas biológicas, que 
pierden su integridad. Mitocondrias, retículo endoplásmico y demás orgánulos de la 
célula ven, así  seriamente comprometida su función y se detienen procesos esenciales 
que dependen del funcionamiento de estos orgánulos, como la síntesis de ATP, el 
transporte de metabolitos e iones o el bombeo de protones,  provocando como resultado 
final el colapso de la célula.  
La medida del nivel de peroxidación lipídica tiene un alto valor predictivo como 
biomarcador de los efectos de las ROS. El MDA es uno de los principales productos 
originados por peroxidación lipídica y se utiliza habitualmente para determinar el estado 
de oxidación de las células. En este estudio se ha llevado a cabo la cuantificación de 
MDA, usando el método de reacción con TPA, en glándula digestiva y branquias de 
cangrejos P. clarkii capturados en las zonas PAR y MAT, usando como referencia 
animales capturados LP. Los niveles de oxidación lipídica encontrados en los animales de 
las tres zonas se corresponden plenamente con las concentraciones de metales halladas en 
los mismos (Fig. 1.1. pág.103), especialmente con la acumulación de Mn, Zn y Cu. Así 
los cangrejos de PAR y sobre todo de MAT, mostraron un nivel de peroxidación lipídica 
más elevado que los cangrejos de LP, siendo la glándula digestiva el órgano con mayor 
nivel de daño en lípidos. La buena correlación positiva entre la concentración de metales 
en sedimentos y en órganos de P. clarkii y los niveles de MDA medidos en estos órganos 
sustenta la idea de que este parámetro puede ser un  buen biomarcador de 
metales.                                          .
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2.2. Niveles de peroxidación lipídica como medida 
del estrés oxidativo generado en cangrejos P. clarkii 
de zonas contaminadas 
 
Metales y metaloides son la mayor causa de contaminación de acuíferos, a los 
que llegan debido al uso de fertilizantes y pesticidas en agricultura entre otras actividades 
antropogénicas. El estudio recogido en el Capítulo 1 demostró la presencia de elevadas 
concentraciones de 14 metales pesados en sedimentos de las zonas denominadas El 
Partido (PAR), relativamente lejos de zonas de cultivo, pero que recoge los efluentes de 
Almonte, y El Matochal (MAT), un arrozal, situado en las proximidades del Parque de 
Doñana (Fig. I, pág.90). En este trabajo se encontró también una correlación directa entre 
el contenido en metales pesados en sedimentos y las concentraciones determinadas en 
glándula digestiva y branquias de cangrejos P. clarkii capturados en estas zonas. Los 
resultados obtenidos sugieren que la zona LP y los cangrejos capturados en ella son 
adecuados para ser utilizados como referencia en estudios de contaminación ambiental y 
que las zonas PAR y, especialmente, MAT son sitios altamente contaminados por metales 
y metaloides tanto esenciales y no esenciales. Es destacable que los animales de MAT 
acumularon principalmente elementos esenciales (Mn, Fe, Zn, Cu) a diferencia de los de 
PAR, que lo hicieron principalmente con elementos tóxicos (Cr, As). No obstante, es 
notoria la alta acumulación de Cd y As en glándula digestiva de animales MAT, que 
pueden tener su origen en el desastre ecológico de Aznalcóllar en 1998.  
Debido a su persistencia, acumulación y magnificación a través de la cadena 
trófica, los metales son una importante causa de estrés en la célula. Además, esenciales o 
no esenciales, estos elementos desencadenan estrés oxidativo debido a su capacidad de 
generar especies reactivas de oxígeno. Las ROS provocan daños al DNA, peroxidación de 
lípidos y carbonilación de proteínas, daños moleculares que han venido siendo usados 
como biomarcadores de respuesta celular a exposición a metales
( 1, 2
 
y referencias que citan).
  
La peroxidación de lípidos está hoy considerada como el principal mecanismo 
implicado en el daño oxidativo a las estructuras celulares y al proceso de toxicidad que 
lleva a la muerte de la célula 
3
. El proceso de peroxidación lipídica es una cadena de 
reacciones iniciada por el ataque de ROS a los grupos metileno que separan los dobles 
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enlaces en la cadena de ácidos grasos poliinsaturados (PUFA). Los dobles enlaces 
adyacentes se reordenan y se combinan con O2 produciendo un radical peróxido, 
generando peróxidos orgánicos con capacidad de iniciar de nuevo el proceso, atacar a 
otro PUFA e iniciar una reacción en cascada (Fig. 2.1). Es decir, en presencia de metales, 
los peróxidos orgánicos producen radicales que reinician el proceso por ciclación redox 
de los mismos 
4
.  
 
 
Figure 2.1. Steps in lipid peroxidation processes. 
 
Los hidroperóxidos lipídicos, ayudados por iones metálicos catalíticos, 
producen varios productos, incluyendo aldehídos como el malondialdehído (MDA), el 4-
hidroxi-2-nonenal (HNE) y la acroleína, que se generan por peroxidación de los lípidos 
de las membranas biológicas. Los PUFA como el linoleico o el araquidónico, presentes 
como ésteres de fosfoglicéridos en los lípidos de membrana, son particularmente 
susceptibles a oxidación, así que mitocondrias, retículo endoplásmico y demás orgánulos 
celulares ven seriamente comprometida su función 
5
 y se detienen procesos esenciales 
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que dependen del funcionamiento de estos orgánulos, como la síntesis de ATP, el 
transporte de metabolitos e iones o el bombeo de protones, provocando como resultado 
final el colapso de la célula. Los derivados de la peroxidación lipídica reaccionan también 
con proteínas y ácidos nucleicos y activan cascadas señalización y factores de 
trascripción que desencadenan diversas patologías inflamatorias ligadas a estrés oxidativo 
como diabetes, síndrome metabólico, degeneración vascular y neural, toxicidad de hígado 
y riñón, cáncer o envejecimiento 
6
 (Fig. 2.2). 
 
 
Figure 2.2 Contribution of lipid peroxidation-derived aldehydes in various 
disease complications. Adapted from 7. 
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La medida del grado de peroxidación lipídica a nivel de tejido es, pues, de 
máxima importancia para conocer su estado de oxidación. Como el MDA es uno de los 
principales productos originados por peroxidación lipídica, se han propuesto diversos 
métodos para la cuantificación de MDA. El más usado es el llamado TBARS 
(thiobarbituric acid reactive substances assay), basado en la reacción de condensación de 
MDA con TBA (Fig. 2.3), que genera un complejo de color rojo que puede ser 
cuantificado espectrofotométricamente en el rango de 500-600 nm, o por espectroscopia 
de fluorescencia 
8
.  
 
 
Figure 2.3 Assay of TBARS measures malondialdehyde (MDA) 
 
El principal problema con el ensayo TBARS es su falta de especificidad, ya que 
reacciona con una variedad de aldehídos, incluyendo glucosa, desoxirribosa, ácido 
ascórbico, homocisteína y algunos aminoácidos tales como, prolina, arginina y glutamato
9
. 
No obstante, en el presente trabajo, esta técnica aportó información útil para el monitoreo 
de la reacción de peroxidación, ya que al trabajar con fracciones lipídicas, las sustancias 
reactivas con TBA sólo provinieron de la reacción de peroxidación de los lípidos.  
Teniendo en cuenta  la acumulación de metales (Al, Mn, Fe, Cu, Zn, V , Cr, Co, 
Ni, As, Se, Ag, Cd) en glándula digestiva y branquias de los cangrejos P. clarkii 
capturados en PAR y MAT, muy por encima de los niveles hallados en los de referencia 
LP, y que muchos de ellos generan ROS
 (ver , i.e., 10-20), 
pareció necesario comprobar la 
existencia de una situación de estrés oxidativo en los cangrejos. Para ello, evaluamos los 
niveles de peroxidación lipídica en los órganos de animales capturados en las zonas 
estudiadas, utilizando el ensayo fluorimétrico del TBA.  
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2.3. Materiales y métodos  
2.3.1. Muestras utilizadas. 
Se analizaron glándula digestiva y branquias de cangrejos P. clarkii. El estudio 
se hizo agrupando cantidades iguales de tejido de 14 capturados en cada una de las zonas 
en 3 lotes independientes, que se consideraron como réplicas biológico/técnicas. De esta 
manera se redujo la carga de trabajo y el coste económico, pero teniendo en cuenta la 
posible variabilidad interindividual 
21, 22
.  
2.3.2. Preparación de muestras para la cuantificación de MDA  
La peroxidación lipídica se determinó en cada una de las tres réplicas de cada 
tejido y zona de muestreo, usando aproximadamente 100 mg de tejido criotriturado cada 
una. Las muestras de tejido, que se mantuvieron a 4ºC durante todo el proceso, se lisaron 
con un pistilo en 300 µL de Tris-HCl 10 mM, pH 7,5, suplementado con 1 mM EDTA, 1 
mM GSH y PMSF 1 mM e inhibidores de proteasas (Sigma Protease Inhibitor P2714). La 
rotura se llevó a cabo en tres periodos de 30 s separados por periodos de 30 s en hielo. 
Después, los lisados se homogeneizaron haciéndolos pasar varias veces a través de una 
aguja de calibre 26 (0,4 mm) unida a una jeringa de plástico estéril.   
2.3.3. Determinación de niveles de MDA en glándula digestiva y 
branquias de P. clarkii 
 
Diferentes cantidades (entre 2 y 10 µL) de cada lisado se mezclaron con 125 µL 
de butilhidroxitolueno (BHT) 0,5% (p/v) en metanol; 50 µL de H2SO4 0,66 N (0,33M) y 
37,5 µL de Na2WO4. 4 M, y el volumen total se ajustó a 787,5 µL con H2O.  
Las muestras se centrifugaron (5.000 xg, 5 min, a temperatura ambiente) para 
precipitar las proteínas. El sobrenadante se recogió y mezcló con 250 µL de ácido 
tiobarbitúrico (TBA) 1% (p/v en NaOH 0,1M). Esta mezcla se calentó 95ºC durante 1 
hora, y se dejó enfriar a temperatura ambiente antes de determinar la fluorescencia 
(Ex/Em 515/550 nm, con un ancho de rendija de 15 nm) en un fluorímetro LS 50B 
(Perkin Elmer).  
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Se preparó un estándar 1 µM de MDA a partir de una solución stock de 1,1,3,3-
tetrametoxipropano (Sigma, Ref. 108383). A partir de este estándar se prepararon 
diluciones seriadas (concentración final de 5 a 125 nM), que se trataron del mismo modo 
que el resto de las muestras, y con las que se obtuvo una recta patrón. La medida se 
efectuó en tres días diferentes y, cada vez, se hizo la determinación en cada muestra por 
triplicado. Los resultados se expresaron en pmoles MDA/µg proteína extraída.  
2.3.4. Análisis de los datos. 
Los datos se analizaron con una prueba t de Student usando el software 
GraphPad Instant v.3,0. El análisis de regresión lineal se hizo con el software XLSTAT v. 
2015.2.02 (Addinsoft).  
2.4. Resultados y discusión 
2.4.1. Determinación de los niveles de peroxidación lipídica en glándula 
digestiva y branquias. 
Una de las principales consecuencias de la exposición a metales pesados es la 
producción de ROS y la generación de una situación de estrés oxidativo en la célula. La 
medida del nivel de peroxidación lipídica tiene un alto valor predictivo como 
biomarcador de los efectos de las ROS 
23, 24
. El principal aldehído reactivo que resulta de 
la peroxidación lipídica es MDA, por lo que se analizaron los niveles de MDA en P. 
clarkii usando el método de reacción con TBA y los resultados obtenidos en glándula 
digestiva y branquia de P. clarkii capturados en LP, PAR y MAT se muestran en la Fig. 
2.4. 
Las concentraciones de MDA tanto en glándula digestiva como en branquias 
fueron significativamente superiores en las muestras de los cangrejos capturados en las 
zonas contaminadas, siendo los extractos de MAT los que mostraron los mayores niveles 
de peroxidación lipídica (incrementos >2 veces en ambos órganos) en relación a la 
referencia LP. Los datos en la Fig. 2.4 también indican un alto nivel de oxidación lipídica 
en los animales de PAR, y que la glándula digestiva se ve más afectada que las branquias, 
2. Capítulo 2 Peroxidación de lípidos en glándula digestiva y branquias de P. clarkii 
125 
de acuerdo con los datos de acumulación de metales pesados (Mn, Zn y Cu) que aparecen 
en la Fig.1.1 (pág.103). La figura Fig. 2.4.B muestra la existencia de una relación positiva 
directa entre el contenido de metales y el nivel de peroxidación lipídica en ambos tejidos, 
que resultó especialmente significativa para Mn, Zn y Cu. 
 
 
Figure 2.4 (A) MDA concentration in pooled digestive gland or polled gills. Data (pmol/µg) are 
mean ± SD from fourteen crayfish at each capture site (LP, PAR and MAT) grouped in three 
pools per tissue and zone. All measurements were made in triplicate and the determination was 
carried out at least three times. Statistical significances were determined by an unpaired Student 
t-test between LP and PAR/MAT.  (B) Linear regression comparing MDA concentrations in the 
digestive glands and the gills, respectively, of P.clarkii crayfish captured at LP, PAR and MAT, 
with the element concentration data measured in the same samples (Fig. 1.1, Chapter 1). 
Determination was performed with the software XLSTAT v. 2015.2.02 (Addinsoft).  
 
Estos resultados confirman que los animales de las zonas contaminadas PAR y 
MAT están sometidos a una situación de estrés oxidativo, causada, al menos en parte, por 
la bioacumulación de metales pesados. Asimismo, indican que la glándula digestiva, 
como órgano metabólicamente muy activo y mejor acumulador de metales y es el órgano 
donde se produce mayor cantidad daño. 
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2.5. Conclusiones 
Los niveles de daños oxidativos, medidos como cantidad de MDA en glándula 
digestiva y branquias de P. Clarkii, se correlacionan de modo directo y positivo con la 
concentración de metales acumulados en esos órganos determinada en capítulos 
anteriores. Esta afirmación se sustenta en el hecho que los animales de PAR y, 
especialmente de MAT, presentaron un mayor nivel de MDA que los capturados en LP y 
en que fue en la glándula digestiva donde se detectó la mayor acumulación de metales, 
siendo este órgano el que también presentó el mayor nivel de oxidación lipídica. 
En ambos órganos, glándula digestiva y branquias, los metales esenciales Mn, 
Zn y Cu  mostraron una correlación más alta con los niveles de MDA, ratificando la idea 
de que los animales de PAR y MAT habían perdido totalmente el control sobre sus 
concentraciones intracelulares de estos metales esenciales, lo que habría permitido que se 
acumulasen a niveles tóxicos, provocando daños debido a su carácter prooxidante. 
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3.1. Resumen  
La cuantificación de grupos carbonilos en proteínas de muestras biológicas se 
ha convertido en una forma ampliamente usada para determinar la existencia de estrés 
oxidativo en un organismo. Combinada con técnicas proteómicas, permite la 
identificación de proteínas específicas que son diana de la carbonilación y cuya actividad 
resulta irreversiblemente comprometida por ello. El presente estudio considera y compara 
el estado de carbonilación de las proteínas de glándula digestiva y de branquias de 
cangrejos rojos de río (P. clarkii) capturados en dos sitios contaminados, el arroyo de El 
Partido (PAR) y los campos de arroz de El Matochal (MAT), localizados en las 
inmediaciones del PN Doñana pero fuera de sus límites, con animales capturados en LP, 
la Laguna de Lucio del Palacio, una zona de referencia limpia localizada dentro de la  
Reserva Biológica 
1-5
 (Fig.I, pág.90). Se empleó la técnica de inmunodetección 1-DE 
Oxyblots para evaluar el estado de estrés oxidativo en glándula digestiva y branquias de P. 
clarkii, mediante la detección y cuantificación de carbonilos proteicos. Este método está 
basado en la reacción llevada de la 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH) con los grupos 
carbonilo, formando un grupo estable de 2,4-dinitrofenilhidrazona, que puede ser 
cuantificado mediante el uso de anticuerpos específicos.  
Se encontraron cambios que afectaron a la abundancia de proteínas y a su 
estado de oxidación, cuya intensidad dependió del órgano y de la procedencia de los 
animales. Los cambios afectaron principalmente a cangrejos de la zona MAT y a 
proteínas de glándula digestiva. Estos resultados concuerdan con la mayor acumulación 
de metales (Cap. 1) y de daños por peroxidación lipídica, medida como MDA (Cap. 2) en 
glándula digestiva y, especialmente, en cangrejos de MAT y permiten afirmar que la 
determinación de los niveles de carbonilación de proteínas es una potente herramienta 
para evaluar los efectos biológicos de la contaminación, incluso en organismos no 
modelo, como es el caso de P. clarkii. Probablemente los aumentos en abundancia de 
proteínas detectados reflejen adaptaciones metabólicas que permitan a estos animales 
soportar una situación crónica de estrés. Asimismo, y dado que además de su abundancia 
aumenta su oxidación, es posible que estas proteínas, ya de por sí abundantes, actúen 
“absorbiendo” parte de la oxidación, evitando así daños oxidativos a otras biomoléculas.
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3.2. Introducción 
La alta concentración de MDA encontrada en glándula digestiva y branquias de 
cangrejos P. clarkii capturados en las zonas contaminadas PAR y, especialmente MAT, 
descrita anteriormente, sugiere que una considerable producción de ROS podría estar 
teniendo lugar en estos animales, probablemente relacionada con la acumulación de 
metales como Mn y Cu (Fig. 1.1, Cap. 1) y sugerida por los niveles de peroxidación 
lipídica detectada en ellos (Cap. 2). Como componentes mayoritarios de casi todos los 
sistemas biológicos, las proteínas son dianas preferentes de ROS y otros subproductos 
secundarios del estrés oxidativo formados in vivo, intra- o extracelularmente, pudiendo 
llegar a absorber un 50-75% de radicales reactivos 
6
. Como consecuencia, las proteínas 
sufren modificaciones oxidativas que pueden dar lugar a cambios estructurales y a 
pérdida parcial o total de la función proteica. Por ello, se estima que la oxidación proteica 
juega un importante papel en el proceso de envejecimiento y en el desarrollo de 
arterosclerosis, cáncer y varias enfermedades neurodegenerativas, incluyendo Alzheimer 
y Parkinson 
(7 y ref. que cita)
.  
La carbonilación es una modificación oxidativa de proteínas que no puede ser 
eficientemente revertida por las defensas antioxidantes. La carbonilación proteica puede 
resultar del ataque de ROS a la cadena lateral de ciertos aminoácidos—típicamente Pro, 
Arg, Lys, y Thr—cuyos grupos son oxidados a aldehídos o cetonas. Los productos 
carbonilados más comunes formados por estas reacciones de “carbonilación primaria” 
son los semialdehídos glutámico y el semialdehído aminoadípico, derivados de Arg y Lys, 
respectivamente. Los grupos carbonilo también pueden ser generados por ‘‘carbonilación 
proteica secundaria’’ un proceso en el que se le adicionan aldehídos generados, por 
ejemplo, durante la peroxidación lipídica, como son 4-hidroxinonenal (4-HNE), 2-
propenal (acroleína), y el propio malondialdehído (MDA). Finalmente, los grupos 
carbonilo reactivos pueden generarse por reacción del grupo amino de residuos de Lys 
con azúcares reductores o sus productos de oxidación (glicación/ glicoxidación), que 
produce compuestos como carboximetil-lisina 
(7
 
y ref. que cita)
. 
La determinación del nivel de grupos carbonilos en las proteínas como 
biomarcador de estrés oxidativo presenta diversas ventajas en comparación con la 
cuantificación de otros productos de oxidación, por su temprana formación y estabilidad. 
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Las técnicas proteómicas son muy adecuadas para la evaluación de sub-proteomas de 
carbonilación que podrían ser indicativos de contaminación ambiental. La integración de 
la electroforesis en gel y la metodología de inmunoblot (Western blot) usando anticuerpos 
específicos anti-carbonilos, permite la detección de proteínas irreversiblemente 
carboniladas presentes en mezclas complejas de proteínas 
8
.  
La proteómica redox ha sido aplicada con éxito en la evaluación de los niveles 
de disulfuros y de carbonilación proteica como biomarcadores específicos y tempranos 
del estrés oxidativo en organismos acuáticos expuestos a diversos estreses ambientales 
(i.e,
 
9-14)
. En este trabajo se ha empleado la técnica de inmunodetección 1-DE Oxyblots para 
evaluar el estrés oxidativo en glándula digestiva y branquias de P. clarkii, mediante la 
detección y cuantificación de carbonilos proteicos. Este método está basado en la 
reacción de la 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH) con los carbonilos, formando un grupo 
estable de 2,4-dinitrofenilhidrazona. El grupo dinitrofenilo formado puede ser detectado y 
cuantificado espectrofotométricamente, ya que muestra un espectro de absorción 
característico, con un máximo de absorbancia a 365–375 nm. Sin embargo, la forma más 
común de detectar y cuantificar los grupos DNP es el uso de anticuerpos anti-DNP 
disponibles comercialmente, mediante la metodología de Western blotting 
7
 que 
utilizamos en este trabajo.  
Las proteínas de glándula digestiva o branquias de los cangrejos estudiados se 
separaron por 1-DE (PAGE) usando la tecnología stain-free de BioRad y, terminada la 
electroforesis, los geles se activaron para cuantificar la proteína, se transfirieron a 
membranas de PVDF y los grupos carbonilos se cuantificaron por immunoblotting. 
Aunque no alcanza la capacidad resolutiva de la electroforesis bidimensional, el análisis 
proteómico mediante 1-D SDS-PAGE constituye una poderosa herramienta para la 
detección de los efectos de contaminantes sobre los perfiles proteicos en organismos 
centinela. La tecnología stain-free es una química in-gel que incorpora un 
trihalocompuesto, capaz de unirse covalentemente a los residuos de Trp de las proteínas 
en el gel y emitir una señal fluorescente por irradiación con luz UV. De esta manera, es 
posible la visualización por fluorescencia de las proteínas tanto en los geles donde se 
separan como en las membranas a las que se transfieren para hibridarlas con anticuerpos 
específicos. Esto permite monitorizar fácilmente la calidad de la separación 
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electroforética de las proteínas, y la eficiencia de la trasferencia de proteínas a la 
membrana. Usando el software adecuado, la cantidad de la proteína total de cada carril o 
banda del blot (medida como fluorescencia) puede ser calculada y utilizada para 
normalizar la intensidad de quimioluminiscencia resultante de incubar la membrana con 
el anticuerpo primario y hacer reaccionar los inmunoprecipitados con anticuerpos 
secundarios unidos a peroxidasa. De esta manera se establecieron las relaciones de 
índices de carbonilación, normalizando las intensidades de la inmuno-reactividad 2,4-
DNP observada en los 1-DE Oxyblots con la huella proteica digitalizada en las mismas 
membranas, eliminando la posibilidad de que algunos cambios en la intensidad de la 
carbonilación se debiesen a cambios en la concentración de proteína. Estos índices de 
carbonilación, de nuevo evidenciaron una situación de estrés oxidativo en cangrejos 
procedentes de zonas contaminadas, correlacionada con sus niveles de metales y de MDA. 
 
3.3. Materiales y métodos 
3.3.1. Muestras utilizadas. 
Se analizaron glándula digestiva y branquias de cangrejos P. clarkii. Se 
prepararon tres mezclas por sitio de muestreo (LP, la zona de referencia y las zonas 
contaminadas PAR y MAT) mezclando en cada lote cantidades iguales de tejido 
homogeneizado de 4-5 cangrejos. Las tres mezclas por sitio se consideraron réplicas 
biológicas en las diferentes determinaciones. 
3.3.2. Extracción y aislamiento de proteínas para la determinación 
carbonilos.  
Unos de 100 mg de cada una de las tres réplicas biológicas por zona de 
muestreo, correspondientes a glándula digestiva o branquias, fueron lisadas en Tris-HCl 
20 mM, pH 7,6, con sacarosa 0,5 M; KCl 0,15M; DTT 20 mM; PMSF 1 mM; leupeptina 
6 µM e inhibidores de proteasas (Sigma Protease Inhibitor P2714), a razón de 3 mL/g. 
Los restos celulares se eliminaron con tres centrifugaciones sucesivas (14.000 xg, 10 
min). Tras ello, el sobrenadante se trató con benzonasa (500 U/mL) durante 30 min para 
eliminar ácidos nucleicos. Finalmente, la preparación se ultracentrifugó (100.000 xg, 60 
min, 4ºC, OptimaTM TLX Ultracentrifuge, Beckman, rotor TLA-120.2) para precipitar 
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los materiales no peptídicos. La concentración de proteínas se determinó por el método de 
Bradford, usando Bradford Reagent (Sigma-Aldrich) y midiendo, en un iMarkTM 
Microplate Reader (BioRad), el cambio de absorbancia a 595 nm que experimenta una 
solución ácida del colorante Coomassie Brilliant Blue G-250 al unirse a las proteínas. Los 
datos de absorbancia fueron referidos a una curva patrón de albúmina de suero bovino 
(Sigma-Aldrich). 
3.3.3. Derivatización, separación electroforética e inmunodetección de 
carbonilos proteicos. 
Se usó el kit comercial Oxyblot Protein Oxidation Detection kit 
(Chemicon/Millipore) para evaluar la presencia de grupos carbonilo en las proteínas, de 
acuerdo con el protocolo del fabricante. Brevemente, los grupos carbonilo de las cadenas 
laterales de las proteínas se derivatizan a 2,4-dinitrofenilhidrazona por reacción con 2,4-
dinitrofenilhidrazina (DNPH) (Fig. 3.1). Se usaron 50 μg de proteína por cada muestra y 
las muestras derivatizadas con el grupo 2,4-dinitrofenol (DNP) se cargaron y separaron en 
un gel de acrilamida al 12 % (Mini-Protean® TGX Stain-Free™‎precast‎gels,‎BioRad), 
que lleva un trihalocompuesto para visualizar las proteínas tras ser activado con luz UV. 
Finalizada la SDS-PAGE (Mini Protean tetra-cell, BioRad), los geles se activaron con 
luz UV y se comprobó la calidad de la separación proteica. Las proteínas se transfirieron 
a membranas de PVDF usando el sistema Trans-Blot®‎ Turbo™‎ transfer‎ easystem 
(BioRad). Tras la transferencia, las membranas se lavaron en agua destilada y se 
digitalizó la imagen de las proteínas transferidas usando el ChemiDoc™‎MP‎ Imaging‎
System (BioRad) para evaluar la calidad de la transferencia. Las membranas se 
bloquearon con Disolución de Bloqueo/Tampón de Dilución (PBS-T: 1% BSA en un 
tampón salino de fosfato, pH 7,2-7,5; 0,05% Tween-20) durante 1 hora, en agitación, tras 
lo que se incubaron durante 1h con el anticuerpo primario, específico para los restos de 
DNP de las proteínas, diluido 1:150 en Disolución de Bloqueo/Tampón de Dilución. 
Luego la membrana  se lavó con PBS-Tween y se incubó durante 1 h con un anticuerpo 
conjugado con una peroxidasa de rábano dirigido contra el anticuerpo primario 
(anticuerpo secundario: de cabra anti-IgG de conejo, diluido 1:300 en Disolución de 
Bloqueo/Tampón de Dilución). Los inmunoprecipitados se revelaron usando el protocolo 
de Clarity™‎Western‎ ECL‎Detection‎ System (BioRad), consistente en la oxidación de 
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luminol por H2O2, catalizada por la peroxidasa unida al anticuerpo secundario. La captura 
de imágenes y los análisis densitométricos se llevaron a cabo con ChemiDoc MP Imaging 
System e ImageLab 4.1 software (BioRad), respectivamente. Para excluir reacciones 
inespecíficas se llevó a cabo un experimento en el que se omitía la incubación con DNPH. 
 
Figure 3.1 General workflow followed to obtain the protein carbonylation profiles.  
 
 
3.3.4. Análisis estadístico 
Los niveles de carbonilación de los controles se compararon con las muestras de 
las zonas contaminadas con un test t de Student, usando el software GraphPad Instant 
v.3,0.  
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3.4. Resultados y discusión 
3.4.1. Cambios en los perfiles de abundancia proteica en glándula 
digestiva y branquias de cangrejos P. clarkii procedentes de zonas 
con diferentes niveles de contaminación 
El uso de la metodología stain-free permite visualizar y cuantificar las bandas 
obtenidos tras separación electroforética 1-DE de las proteínas y su transferencia a las 
membranas de PVDF. De esta manera es posible normalizar de una manera bastante 
exacta la intensidad de la luminiscencia obtenida en los inmunoblots. Pero también 
permite hacer una estimación de los cambios en los perfiles de abundancia proteica de las 
muestras comparadas.  
La Fig. 3.2 muestra cambios importantes en abundancia para muchas de las 
bandas de proteínas resueltas por 1-DE al comparar animales LP con aquellos capturados 
en PAR y MAT, los sitios contaminados. La mayoría de las bandas resueltas en glándula 
digestiva mostraron cambios en los cangrejos de PAR/MAT en comparación con los 
especímenes de LP, cambios que fueron, en la mayoría de los casos, incrementos en la 
cantidad de proteína. La glándula digestiva puede considerarse como el órgano central del 
metabolismo del cangrejo, dado que lleva a cabo funciones intestinales, hepáticas y 
pancreáticas. También participa en la respuesta inmune, siendo sus células epiteliales la 
principal fuente de moléculas inmunes, como lectinas, hemocianina, ferritina, proteínas 
antibacterianas y antivirales, enzimas proteolíticas y óxido nítrico
15
. La glándula digestiva 
es además un órgano clave en la destoxificación de metales pesados y xenobióticos 
orgánicos en el cangrejo, mediante la activación de enzimas de destoxificación de Fase I 
y II, algunas de ellas, probablemente representadas en las bandas de la Fig.3.2.B. 
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Fig 3.2. Separation via 1-D-SDS-PAGE gel of carbonylated proteins from P. clarkii 
organs. (A) Chemioluminiscence images obtained by immunoreaction of protein carbonyl 
groups with anti-DNPH antibo-dies and detection by incubation with a secondary antibody 
conjugated to rabbit horseradish. Non-derivatized proteins were included as negative 
controls. Images were captured with the ChemiDoc MP Imaging system and densitometry 
performed with the Image Lab 4.1 software (BioRad) (B) UV image of the same membrane, 
used to normalize the carbonyl groups amount per lane. (C) Total protein carbonylation 
levels in digestive gland and gills from PAR and MAT crayfish in comparison with LP 
animals. Data are means ± SD (n=3) of normalized chemioluminiscence (arbitrary units). 
The variability among the replicates was always less than 25%. Statistical significances 
were determined with a unpaired two-tailed Student’s t-test and are expressed as *** for P 
<0,001.  
 
La función de intercambio de gases y nutrientes que tienen las branquias, unida 
al hecho de su continuo contacto con el medio y a la envoltura mucosa que las recubre 
para protegerlas del mismo, convierten a este órgano en un importante acumulador de 
Ricardo Fernandez Cisnal. Tesis Doctoral 
 
140 
contaminantes 
16, 17
. En la Fig.1.1 del Cap.1 (pág.103) se mostró la existencia de una 
concentración de metales en las branquias de cangrejos de PAR y MAT muy superior a la 
presente en cangrejos de la zona de referencia LP. Es de suponer que los animales 
expuestos a contaminación pongan en marcha mecanismos que les permitan hacer frente 
a esta situación de estrés oxidativo causada por los metales 
16, 17
, lo que ha de traducirse 
en cambios en sus perfiles proteicos. El perfil de expresión proteica de las branquias de 
los cangrejos mostró prevalencia de dos bandas, identificadas como hemocianinas en 
trabajos previos de nuestro grupo (resultados no publicados). La hemocianina es la 
proteína que se encarga del transporte de O2 en muchos moluscos y artrópodos. Presenta 
dos átomos de cobre en su centro activo, lo que le da color azul cuando está oxigenada. 
La medida de metales en los órganos de los cangrejos (Fig.1.1, pág. 103) indicó también 
una fuerte acumulación de Cu en las branquias de los animales PAR y MAT y trabajos 
previos de nuestro grupo han demostrado una significativa correlación positiva entra las 
concentraciones de Cu en glándula digestiva de P. clarkii y los niveles de transcrito 
codificantes de hemocianinas 
18
. Los resultados aquí presentados corroboran estos 
estudios previos y extienden tal correlación a nivel de proteína. 
3.4.2. Cuantificación de la tasa de carbonilación en glándula digestiva 
y branquias de cangrejos P. clarkii procedentes de zonas con 
diferentes niveles de contaminación 
La tasa de carbonilación se cuantificó como la media de las tres réplicas por 
órgano y zona, tras normalizar la intensidad de quimioluminiscencia de los 
inmunoprecipitados anti-2,4-DNP con la intensidad de proteína total del carril, medidos 
ambos parámetros en la misma membrana, para reducir la posibilidad de que los cambios 
de intensidad de carbonilación se debieran a cambios en la cantidad de proteína. La Fig. 
3.2 A y C muestran que el daño oxidativo total de proteínas varió en función del órgano 
analizado y del sitio de muestreo de los cangrejos. No se detectó señal de 
quimioluminiscencia en los controles con proteínas no derivatizadas. 
La glándula digestiva presentó más proteínas carboniladas que las branquias, 
niveles que fueron muy altos en los cangrejos de MAT. Como se ha discutido, la glándula 
digestiva es uno de los principales órganos encargados de la destoxificación de metales 
pesados y xenobióticos orgánicos, mediante la activación de enzimas de destoxificación 
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de Fase I y II, en P. clarkii. En capítulos anteriores se encontró que, además, es el órgano 
donde se presenta mayor acumulación de metales (Fig. 1.1, Cap. 1, pág.103) y donde se 
midieron los mayores niveles de peroxidación de lípidos, así como que los animales de 
MAT fueron los más afectados con valores de MDA que casi duplicaron a los de PAR 
(Fig. 2.4, Cap. 2, Pág.125). También fueron los animales de MAT los que presentaron 
una diferencia más clara en la abundancia de proteínas respecto a los controles y, según 
vemos en la Fig. 3.2, los que presentaron mayor aumento en la tasa de carbonilación 
proteica. 
En las branquias los valores normalizados de proteínas carboniladas fueron 
menores en los organismos capturados en las zonas contaminadas que en los animales de 
referencia a pesar del fuerte incremento en la quimioluminiscencia total (Fig. 3.2). Esto es, 
probablemente debido al gran incremento en la abundancia de proteínas mayoritarias, en 
este caso, de hemocianinas, que podrían actuar como sumideros de ROS que protegen a 
otras biomoléculas de ser oxidadas, jugando un papel similar al descrito para la tubulina 
19, 20
 o para la albúmina plasmática de mamíferos 
21
.  
 
3.5. Conclusiones 
Los P. clarkii capturados en zonas del entorno de Doñana con distintos niveles 
de contaminación mostraron cambios en los perfiles de expresión proteicos, 
probablemente para aumentar en la célula la cantidad de proteínas que combaten la 
situación de estrés y permiten al animal adaptarse a nuevas condiciones metabólicas. Los 
cambios afectaron principalmente a cangrejos de la zona MAT y a las proteínas de 
glándula digestiva. 
Esas proteínas que aumentaron en los animales sometidos a condiciones 
ambientales adversas probablemente sean también capaces de absorber buena parte de la 
oxidación y evitar así daños oxidativos a otras biomoléculas, ya que se observaron 
incrementos en sus niveles de carbonilación proteica en los órganos estudiados. Estos 
resultados concuerdan con la mayor acumulación de metales y de daños por peroxidación 
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lipídica, medida como MDA, en glándula digestiva y especialmente en cangrejos de 
MAT descritos en los Capítulos 1 y 2. 
Dados los resultados obtenidos, se puede afirmar que la determinación de los 
niveles de carbonilación de proteínas es una potente herramienta para la evaluación de los 
efectos biológicos de la contaminación, incluso en organismos, como es el caso de P. 
clarkii, para los que no se tiene mucha información proteómica en las bases de datos. 
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4.1. Resumen 
Según los estudios mostrados en Capítulos previos de esta trabajo, la presencia 
de metales (Cap. 1) en el medio y su biocumulación en glándula digestiva y branquias de 
cangrejos P. clarkii, genera una situación de estrés oxidativo en los tejidos que provoca 
daños a lípidos (Cap. 2). Las proteínas son también potenciales dianas de ROS (Cap. 3) 
encontrándose elevados niveles de carbonilación en las proteínas de los cangrejos de 
zonas contaminadas. Especialmente vulnerables por sus propiedades electrofilicas son los 
tioles de los residuos de Cys. Estos residuos Cys participan en el ciclo de S-
tiolación/destiolación, oxidándose por acción de ROS a disulfuros mixtos, formando 
puentes disulfuro entre ellos o con glutatión, lo que conlleva un descenso en los niveles 
de ROS (se estima que hasta un 70%.) La S-tiolación protege a los tioles de las proteínas 
de oxidaciones irreversibles durante el estrés oxidativo, aunque también produce 
modificaciones redox y la alteración de la estructura de la proteína, su función o su papel 
en la señalización redox. 
En este estudio se aplica la proteómica redox, mediante el marcaje fluorescente 
de los grupos tioles oxidados y la separación 2D de las proteínas, para la detección, 
cuantificación e identificación del estado de oxidación de tioles en proteínas de cangrejos 
P. clarkii de las zonas contaminadas de PAR, MAT y ROC. Las proteínas 
diferencialmente oxidadas identificadas ponen de manifiesto procesos afectados en estos 
animales debido al estrés oxidativo causado por los contaminantes. Así, indican una 
inducción de estrés del retículo endoplásmico (ER), con la consiguiente alteración de la 
función de muchas proteínas debido a su mal plegamiento o, diversas respuestas 
relacionadas con la inflamación y la respuesta inmune. Por otra parte, la oxidación 
reversible de tioles de algunas proteínas podría constituir un mecanismo temprano de 
respuesta que permite a los animales sobrevivir bajo condiciones de estrés oxidativo en 
zonas contaminadas. En este sentido, se observó una adaptación en el metabolismo 
energético hacia una glucolisis aerobia (efecto Warburg) para permitir la supervivencia 
celular en condiciones en las que la función de las mitocondrias se ve comprometida por 
daños oxidativos a lípidos de la célula. 
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4.2. Introducción 
En los sistemas biológicos, los metales pesados afectan a orgánulos y 
componentes celulares como membranas plasmáticas, mitocondrias, lisosomas, retículo 
endoplásmico, núcleo y a muchas enzimas implicadas en el metabolismo, la 
destoxificación y la reparación de daños. La toxicidad de estos elementos está mediada en 
muchas ocasiones por la generación de especies reactivas de oxígeno (ROS) y estrés 
oxidativo. En secciones anteriores (Cap. 1), se ha determinado la presencia de metales 
pesados en cantidades superiores en los sitios PAR y MAT que en la zona usada como 
referencia, LP. Estos metales se acumulan directamente en glándula digestiva y branquias 
de cangrejos P. clarkii que habitan estas zonas en concentraciones que mostraron 
correlación directa con el contenido en metales en los sedimentos de la zona. En 
consecuencia, estos animales de zonas contaminadas presentaron un considerable daño 
oxidativo en lípidos (Cap. 2) y proteínas (Cap. 3), determinado mediante cuantificación 
de productos que surgen (MDA) o indican (carbonilación) daños irreversibles a estas 
biomoléculas. 
En general, el término estrés oxidativo sugiere que hay un exceso de ROS que 
tienen un impacto negativo sobre la célula y sus funciones. Sin embargo, está bien 
demostrado que las ROS tiene funciones biológicas que no son nocivas y que pueden ser 
cruciales para el mantenimiento de la homeostasis o actuar en rutas de señalización 
protectoras. Estas respuestas biológicas dirigidas por cambios en la concentración 
intracelular de ROS se conocen como señalización redox. Así, una situación de estrés 
oxidativo tiene también como consecuencia la alteración de estas cruciales rutas de 
señalización redox, con lo cual interfieren con rutas reguladoras clave para el 
mantenimiento de la salud 1. 
La Cys es un importante aminoacido implicado en catálisis, en señalización 
redox, el plegamiento proteico y el tráfico de proteínas, desempeñando papeles 
fundamentales en cuanto a la estructura, flexibilidad y propiedades mecánicas de estas 
biomoléculas 2. Esto es debido a que, en ambientes oxidantes, los átomos de azufre de los 
grupos tiólicos (-SH) de las cadenas laterales de las Cys pueden formar puentes disulfuros 
(-S-S-), creando un enlace covalente pero reversible, que puede romperse en presencia de 
un agente reductor. Por ello, los puentes disulfuro proporcionan una estabilidad a la 
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estructura plegada de las proteínas ajustable a las circunstancias y que les permite 
funciones mecánicas específicas, como el de actuar de sensores, conmutadores y 
señalizadores moleculares. Desde una perspectiva físico-química, los contactos 
intermoleculares formados mediante los átomos de azufre controlan la elasticidad de las 
proteínas 
(2 
y ref. que cita)
. El grupo tiol de la cadena lateral de la Cys puede asimismo 
reaccionar con ROS y con otros grupos tiólicos, como los del GSH, generando en las 
proteínas modificaciones post-traduccionales (PTM) oxidativas (Fig. 4.1) que en algunos 
casos regulan funcionalmente a la proteína. 
 
 
 
 
 
Figure 4.1- Summary of the oxidative 
modifications in protein thiols. Protein thiols 
can experience a variety of oxidative 
modifications, including reversible (intra-
protein disulfides, inter-protein disulfides, S-
sulfenation, S-nitrosation, S-thiolation, S-
sulfhydration, S-sulfenamidation) and non-
reversible hyper-oxidized (S-sulfination, S-
sulfonation) redox states. Some redox states, 
such as S-sulfenation, S-nitrosation or S-
sulfhydration, can be intermediates that 
transition to disulfides. Prolonged exposure to 
oxidants can result in irreversible 
modifications such as S-sulfination or S-
sulfonation. 
 
En principio, éste podría parecer un mecanismo poco probable de regulación de 
la función proteica, ya que se supone que una elevación en los niveles de ROS oxidaría de 
manera no selectiva todos los tioles proteicos, potencialmente causando cambios 
funcionales descoordinados y desencadenando una patología. Sin embargo, esto no es así, 
ya que la modificación oxidativa de los tioles proteicos por ROS ocurre de un modo 
altamente selectivo. Las ROS reaccionan preferentemente con tiolatos nucleofílicos 
desprotonados (-S-) con una baja constante de disociación 
3
. La mayoría de los residuos 
tiólicos, con valores de pKa de 8-9, están casi totalmente protonados a pH fisiológico, lo 
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que los hace poco reactivas con los oxidantes y, por tanto, poco susceptibles de 
modificaciones oxidativas que sirvan para la regulación de la función proteica. El pKa de 
los grupos tioles se ve disminuido por la proximidad de aminoácidos como Hys, Lys o 
Arg, capaces de aceptar H
+
 o por la presencia de oxidasas. Los grupos tiólicos de ciertas 
proteínas (peroxirredoxinas, tiorredoxinas) son especialmente susceptibles de oxidación 
(pKa  5,5) , y evitan el acceso de las ROS a otros tioles, que solo resultarían oxidados en 
un paso posterior 
1 
(Fig. 4.2)  
 
 
 
 
 
 
Figure 4.2. Alternate potential mechanisms leading to disulfide formation. A 
protein thiol may be oxidized via another redox sensitive protein, in this example 
thioredoxin (Trx), first becoming oxidized. Trx has a lower pKa than most other 
proteins and so is more likely to be preferentially oxidized by H2O2 to form an 
intra-molecular disulfide. The Trx disulfide is then attacked by a thiol of a second 
protein with a higher pKa which is then reduced by a second thiol. Trx essentially 
picks-up and passes on the oxidation state to the less reactive target protein thiol. 
 
La oxidación selectiva de cisteínas y la consecuente formación reversible de 
disulfuros, se considera, por esto, una PTM con propiedades únicas. Los avances 
metodológicos están permitiendo un cada vez mayor conocimiento de las proteínas que se 
modifican por oxidación. Se sabe ya que muchas las proteínas sufren modificaciones 
redox de algunas de sus Cys para controlar su actividad: factores de transcripción, canales 
iónicos, proteínas transportadoras mitocondriales y proteínas de citoesqueleto. En algunos 
casos estas modificaciones redox activan la proteína, como es el caso de las kinasas PKC 
(protein kinase C), Src (sarcoma kinase) o EGFR (epidermal growth factor receptor) y, en 
otros, hacen que pierdan su funcionalidad, como es el caso de la kinasa MKK4 (Mitogen-
activated protein kinase kinase 4) o de las fosfatasas PTP1B (protein-tyrosine 
phosphatase 1B) o PP2A (Protein phosphatase 2)
 (4 y ref. que cita). 
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Los métodos para la detección, cuantificación e identificación de tioles 
proteicos sensibles a oxidación han sido objeto de varias revisiones 1
, 5-13. Estos métodos 
conllevan el marcaje diferencial de los tioles y disulfuros proteicos, seguido de una 
separación cromatográfica o electroforética de las proteínas. Finalmente, las proteínas se 
identifican por espectrometría de masas, pudiendo saberse el estado redox de sus residuos 
de Cys. Los avances en las metodologías proteómicas han llevado a la publicación de un 
número creciente de trabajos que evalúan el estado de los tioles proteicos en células 
sometidas a estrés oxidativo 14-18. El uso de N-etilmaleimida (NEM) o iodoacetamida 
(IAM) permite bloquear los tioles nativos reducidos lo que evita su oxidación durante el 
proceso de extracción de proteínas. Cuando se combina este bloqueo con un paso 
posterior de reducción de los disulfuros nativos, éstos pueden ser marcados 
fluorescentemente con 5-iodoacetamidofluoresceina (IAF) y se pueden así detectar y 
cuantificar. Este método detecta solo disulfuros nativos, tanto los inter/intra proteicos 
(PS-SP) como  los disulfuros mixtos con glutatión (PS-SG) 8
, 19-22. Las proteínas con tioles 
sensibles a modificaciones redox pueden ser identificadas por espectrometría de masas 
(MS), obteniéndose información del  estado de oxidación de grupo tiólicos y/o de la 
capacidad de oxidación reversible de residuos Cys específicos 9-13
, 19, 23.  
Las metodologías proteómicas que evalúan modificaciones proteicas causadas 
por el estrés oxidativo que originan muchos contaminantes, podrían ser usados como 
nuevos biomarcadores de contaminación, y proporcionarían información sobre los 
mecanismos de toxicidad de estos contaminantes 24 25. Este trabajo tuvo como objetivo la 
validación de la proteómica redox como biomarcador que detectara los efectos biológicos 
de las actividades antropogénicas sobre el ecosistema acuático de Doñana y sus 
alrededores usando el cangrejo P. clarkii como bioindicador. Los resultados demuestran 
sin duda la validez de esta herramienta para este fin. Las proteínas con tioles oxidados 
identificadas proporcionan información sobre rutas y procesos metabólicos afectados por 
contaminantes como los metales que desencadenan estrés oxidativo. El uso de la 
espectrometría de masas ha permitido identificar modificaciones en tioles específicos 
sobre residuos Cys vulnerables, que son importantes para comprender la respuesta a 
estrés y la señalización celular por redox. 
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4.3. Materiales y métodos  
4.3.1. Muestras utilizadas 
Se analizaron glándulas digestivas de cangrejos P. clarkii capturados en las zonas 
mencionadas en capítulos anteriores y otros procedentes de la zona ROC, situada en el 
curso medio del arroyo de la Rocina, considerada muy contaminada según resultados 
previos 
26
. El estudio se hizo agrupando cantidades iguales de tejido de 14 ejemplares de 
P. clarkii capturados en cada una de las zonas (LP, PAR, MAT, ROC) en un único lote a 
fin de reducir la carga de trabajo y el coste económico.  
4.3.2. Marcaje fluorescente de tioles nativos oxidados reversiblemente 
en proteínas de glándula digestiva de P. clarkii.  
Se prepararon extractos a partir de 200 mg de tejido, que se homogeneizó en 
tres volúmenes de tampón HEPES 40 mM a pH 7,4 con NaCl 50 mM, EDTA 1 mM, 
fenilmetilsulfonil fluoruro (PMSF) 1 mM, leupeptina 6 µM y 100 µL/mL inhibidores de 
proteasas (Sigma P2714) al que se añadió iodoacetamida (IAM) 200 mM para bloquear 
los grupos tiólicos nativos libres (reducidos). Los extractos se incubaron a 37°C durante 
15 min. y se eliminaron los residuos celulares por centrifugación (Eppendorf 5415 R, 10 
min, 16.000 g). Posteriormente, los sobrenadantes se centrifugaron de nuevo (Beckman 
Optima TLX, 1 h, 100.000 xg) para obtener la fracción citosólica. Para asegurar la 
completa solubilización de las proteínas y el bloqueo total de los grupos tioles reducidos 
los extractos se incubaron con CHAPS 1% w/v durante 30 min. 
Cada muestra se separó en tres réplicas técnicas y se cuantificó la cantidad de 
proteínas en cada una de ellas por el método de Bradford (BioRad Protein Assay). A 
continuación, se precipitaron las proteínas con 2-D Clean-Up Kit (GE Healthcare) para 
eliminar el exceso de IAM. Las proteínas se resuspendieron en 100 μL de tampón HEPES 
40 mM con NaCl 50 mM, EDTA 1 mM, PMSF 1 mM y CHAPS al 1%. Los tioles 
oxidados (disulfuros PS-SP y PS-SG) se redujeron añadiendo tributilfosfina (TBP) a una 
concentración final de 1 mM e incubando la mezcla a 37°C durante 30 min. 
Seguidamente se añadió 5-iodoacetamido-fluoresceína (IAF) a una concentración final de 
200 μM para marcar los tioles ahora reducidos. Se incubaron las mezclas otros 30 min en 
oscuridad. Todos los pasos siguientes también se realizaron en oscuridad. Para eliminar el 
exceso de IAF y sales, las proteínas se precipitaron de nuevo con 2-D Clean-Up Kit (GE 
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Healthcare), y se resuspendieron en 50 μL de tampón Tris–HCl 30mM pH 8,5 con urea 
8M, 4% CHAPS, 1% IPG buffer pH 3–10 (GE Healthcare Life Sciences) y DTT 60 mM. 
4.3.3. Separación de las proteínas marcadas con IAF por 2-DE-PAGE 
Las proteínas marcadas con IAF se separaron electroforéticamente mediante 2-
DE-PAGE. Brevemente, 100 μg de proteínas marcadas se cargaron en el extremo 
catódico de tiras Immobiline DryStrips (pH 4–7, 24 cm; GE Healthcare) rehidratadas. 
Tras 6 h de rehidratación activa (50 V), el IEF se realizó (20 °C, 75 μA/tira) en una 
Protean IEF cell (BioRad) a 500 V, 1.000 V, 2.000 V, 4.000 V, 6.000 V y 8.000 V (cada 
uno durante 90 min) y 8.000 V (hasta alcanzar 57.000 Vh). Para la segunda dimensión, se 
sumergieron las tiras durante 15 min en tampón con IAM (Tris–HCl 50 mM pH 8.8, urea 
6 M, glicerol 30%, SDS 2%, DTT 50 mM con IAM 250 mM. Las tiras se cargaron en 
geles SDS-PAGE al 12.5 % (24 cm) y las proteínas se separaron a 20ºC en una 
DodecaCell Plus (BioRad) a 3 W/gel.  Como estándares se usaron marcadores Sigma 
Marker wide range (S8445), que se redujeron con TBP 1 mM y CHAPS al 1% y se 
marcaron con IAF (200 μM) antes de cargarlos. 
Terminada la electroforesis, los geles se escanearon con un FX Molecular 
Imager (BioRad) con longitudes de onda de 488 nm para la excitación y 530 nm de 
emisión/detección para detectar las proteínas marcadas con IAF. Los geles se trataron 
posteriormente con SYPRO Ruby para teñir las proteínas totales y se volvieron a 
escanear (exitación 532 nm; emisión/detección 555 nm). Todas las imágenes y 
determinaciones de proteínas oxidadas se analizaron con el software PDQuest® (BioRad). 
Para garantizar la bondad de las comparaciones, las imágenes fluorescentes se capturaron 
con igual sensibilidad  y se procesaron utilizando los mismos valores para los parámetros 
del panel de control del software PDQuest®.  
Ambos tipos de imagen (IAF y SYPRO Ruby) se exportaron del software 
PDQuest® en formato TIFF y se colocaron en diferentes capas de un mismo archivo 
Adobe Photoshop de forma que coincidieran exactamente. Los marcadores de peso 
molecular, cargados en ambos extremos del gel, se utilizaron como referencia y puntos de 
anclaje para determinar los puntos exactos de coincidencia de las dos imágenes de cada 
gel. Esto permitió determinar la posición exacta de las proteínas con tioles 
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diferencialmente oxidados en los geles teñidos con SYPRO Ruby, asegurando la 
precisión necesaria en la escisión de los spots en el análisis de MS. 
4.3.4. Análisis de conglomerados o cluster 
Para el análisis mediante agrupamiento de las cinéticas de las distintas manchas 
estudiadas mediante el software PDQuest® se usó el software bioinformático 
denominado Genesis (http://genome.tugraz.at/genesisclient/genesisclient_description.shtmL) 
diseñado en principio para microarrays, pero también aplicable en proteómica. Tras leer 
los datos desde ficheros planos delimitados por tabulaciones, Genesis genera una 
representación en forma de matriz, con las intensidades de las manchas organizadas en 
filas y las repeticiones de estas manchas en columnas Además de la normalización 
efectuada en PDQuest®, las intensidades de las manchas volvieron a ser normalizadas 
con las herramientas de Genesis. Se llevó a cabo un tratamiento de los datos con la 
correlación tipo Pearson y posteriormente se llevó a cabo un análisis de agrupación 
jerárquica para intensidad de los 35 spots de proteínas con tioles diferencialmente 
oxidados, analizando los tres geles correspondientes a las muestras de los cuatro sitios 
estudiados.  
4.3.5. Identificación de proteínas por espectrometría de masas MALDI-
TOF/TOF 
La escisión de los spots de interés, su digestión y análisis por espectrometría de 
masas, se llevó a cabo en el Servicio de Apoyo a la Investigación (SCAI) de la 
Universidad de Córdoba. La escisión se realizó mediante el robot Investigator™‎ProPic 
(Genomic Solutions). Los fragmentos escindidos se destiñeron (100 mM de bicarbonato 
amónico y 40 % v/v acetonitrilo), se deshidrataron (acetonitrilo 100%) y secaron y se 
digirieron con tripsina. Los péptidos resultantes se purificaron en una estación de PrepII 
Pro (Genomic Solutions) con una microcolumna C18 (ZipTip, Millipore) y se cargaron 
directamente en las placas MALDI usando ácido α-ciano hidroxicinnámico como matriz. 
El análisis MS se realizó en un MALDI-TOF/TOF (4800 Proteomics Analyzer, 
Applied Biosystems) en un rango m/z de 800 a 4000 y a 20 kV de voltaje creciente. Los 
espectros se calibraron internamente con péptidos obtenidos mediante auto-digestión con 
tripsina (MH 842.509, MH 2211.104). La m/z se midió con una precisión de 720 ppm.  
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Los iones peptídicos de mayor intensidad se sometieron a análisis de 
fragmentación MS/MS, que proporciona información de la secuencia peptídica. Las 
proteínas se identificaron mediante huella peptídica y se confirmó la identificación 
mediante el análisis MS/MS. Se utilizó el motor de búsqueda Mascot 2.0 (Matrix 
Science) del software GPS Explorer™ v3.5 (Applied Biosystems), comparando con las 
bases de datos UniProt, restringiendo la búsqueda a crustáceos y artrópodos. Se permitió 
un único error de corte por tripsina, una tolerancia de ±0.2 Da del fragmento, una 
tolerancia de ±100 ppm en la masa del péptido precursor y se incluyeron en los 
parámetros de búsqueda las modificaciones en Cys por la unión de acetamida y 
acetamidafluoresceína, así como la oxidación de metionina. 
Se consideraron identificaciones positivas aquéllas con un nivel de significación 
P<0.05 teniendo en cuenta masa y pI, usando el algoritmo MOWSE score. La 
identificación de proteínas se validó de acuerdo al porcentaje de coincidencia con la 
secuencia de la proteína homóloga de la base de datos, la valoración (score), la 
probabilidad, el número de péptidos que identifican esa misma secuencia y el número y 
score de los iones fragmentados 
4.3.6. Análisis estadístico de los datos. 
Los datos se analizaron mediante una t de Student utilizando el software 
GraphPad Instant v.3,0.  
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4.4. Resultados y discusión 
4.4.1. Utilidad de la proteómica redox como biomarcador de 
contaminación en ecosistemas acuáticos de Doñana 
Trabajos previos de nuestro grupo usando el cangrejo P. clarkii para 
monitorizar los ecosistemas de agua dulce de diversas zonas que rodean el DNP 
mostraron claramente que MAT y ROC son zonas contaminadas. En animales capturados 
en estas zonas en campañas anteriores (año 2003) se encontraron biomarcadores de 
respuesta a metales, compuestos pro-oxidantes y pesticidas 27-29. Mediante análisis 
proteómicos utilizando la tecnología 2-DE se lograron resolver unos 2.500 spots proteicos 
a partir de extractos de branquias de P. clarkii, 35 de los cuales presentaron diferencias 
significativa en abundancia entre los grupos de estudio y permitieron señalar a los 
arrozales de MAT como la zona más contaminada, seguida de ROC y PAR, de acuerdo 
con los altos niveles de metales y pesticidas de estas zonas 29. A similar conclusión se 
llegó mediante aproximaciones transcriptómicas realizadas en glándula digestiva de esos 
mismos animales 30. En este caso, fueron 45 genes diferencialmente expresados los que 
permitieron llegar a una misma gradación de las muestras por su nivel de contaminación 
y consecuente alteración molecular 30. En los animales utilizados en esta Tesis (campaña 
2009) sigue habiendo acumulación de metales en cangrejos capturados en PAR y MAT 
(Cap. 1), que están produciendo en glándula digestiva y branquias una situación de estrés 
oxidativo correlacionada con el nivel de acumulación de metales, según se determinó 
midiendo MDA (Cap. 2) y carbonilación de proteínas (Cap. 3). Por ello, en este trabajo 
nos plateamos la validación de la proteómica redox como biomarcador de exposición a 
contaminación en ecosistemas de agua dulce. 
La determinación del estado redox de un residuo Cys en una proteína es muy 
difícil, dado el carácter reversible de esta modificación post-traduccional. Típicamente, 
este análisis conlleva un primer paso de bloqueo de tioles nativos reducidos, la reducción 
posterior  de tioles reversiblemente oxidados y su marcaje una vez reducidos con un 
fluoróforo, y finalmente, la separación de las proteínas por electroforesis y la detección de 
las proteínas oxidadas mediante fluorescencia31 (Fig.4.3). En este trabajo se utilizó 2-
iodoacetamida (IAM) para bloquear tioles estaban reducidos de forma nativa y 
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tributilfosfina (TBP) para reducir los tioles oxidados, que más tarde fueron marcados con 
5-iodoacetamidofluoresceína (IAF). El análisis se realizó con proteínas extraídas de 
glándula digestiva, el principal órgano destoxificador de P. clarkii. Para cada sitio se 
fabricó una mezcla con cantidades iguales de proteínas marcadas con IAF y en cada caso 
se analizaron tres réplicas técnicas.  
 
Figure 4.3. Schematic representation of the workflow used to detect reversibly 
oxidized thiol groups in proteins by fluorescence labeling on a proteomic scale. 
Thiols (-SH) in the extracts are alkylated with IAM. Upon reduction of reversibly 
oxidized thiols with TBP, the resulting thiols (-SH) are alkylated with IAF and the 
proteins separated by mono- or bi-dimensional electrophoresis. Quantitative MS of the 
protein mixture reveals the extent of thiol modification in any given peptide. Peptide 
sequence and identity of the modified cysteine are determined by MS/MS.  
 
En este trabajo incluimos un nuevo punto de muestreo, denominado ROC, 
localizado en el curso medio del arroyo La Rocina (Fig. I, pág. 90). En este punto de 
muestreo confluyen en el arroyo de La Rocina otros riachuelos que provienen de zonas de 
cultivo intensivo de fresas y cítricos. Estudios previos de nuestro grupo usando el ratón 
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moruno Mus spretus como bioindicador sugerían que esta zona también presentaba altos 
niveles de contaminación que afectaban al estado redox celular y llevaban a incrementos 
en los niveles de enzimas destoxificantes como peroxidasas y glutatión-transferasas, 
indicando claramente la existencia de estrés oxidativo26 en estos animales. La proteómica 
redox aplicada a ejemplares de P. clarkii capturados en esta zona permitiría validar los 
resultados de ese trabajo previo y demostraría la validez de esta metodología como 
biomarcador. 
La Fig.4.4 muestra la imagen de geles representativos correspondientes a 
glándula digestiva de animales procedentes de cada uno de los cuatro sitios estudiados. Se 
analizaron las imágenes fluorescentes (Fig. 4.4.A) correspondientes a la tinción con IAF 
de los 3 geles por sitio (12 imágenes en total), que señalaban los tioles proteicos oxidados 
en cada zona, y las imágenes de los mismos geles teñidos con SYPRO Ruby (Fig. 4.4.B), 
que permitía la cuantificación de proteínas totales. Tras el análisis de imagen, se calculó 
la intensidad total de los spots proteicos para las proteínas con tioles oxidados (Fig. 4.4 
derecha). Los datos de fluorescencia IAF de los spots se normalizó por los valores totales 
de proteínas. 
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Figure. 4.4. Representative 2-DE gel images of IAF labeled oxidized thiol proteins (A) and 
total proteins SYPRO Ruby-stained in the same gels (B) of digestive gland of P. clarkii 
collected from the four studied sites. To differentiate the two stains, the original gray color of the 
AF image was changed to red and that of the SYPRO Ruby image to blue. The fluorescent images 
of the gels were captured at equal sensitivity and processed using the same values for the 
parameters in the transform control panel in PDQuest® software. Both types of 2-DE images (AF 
and SYPRO Ruby) were exported from PDQuest® software in TIFF format and placed in different 
layers of the same Adobe Photoshop file so that they would overlap exactly. The total density in the 
three gels per site was determined and is shown at the right part of the figure as bars diagrams. 
Values are mean ± SD of three gels of each site. The statistical significance of the differences is 
compared with LP, used as reference. Statistical significances: ** P < 0.01, *** P < 0.001. 
Numbers represent the fold increase relative to the reference sample LP 
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La cantidad de proteína total determinada fue muy similar en los cuatro sitios de 
estudio, como se ve en la Fig. 4.4 B, De hecho, la mayoría de los spots se pudieron 
encontrar en la misma región del gel para cada uno de los sitios, indicando que todas ellas 
estaban presentes en todas las muestras, aunque las intensidades de alguna de ellas 
variaron entre las zonas. Por el contrario, se observaron grandes diferencias en los niveles 
de proteínas con tioles oxidados. Como se ve en la Fig. 4.4, los geles mostraron pocos 
spots proteicos marcados con IAF, es decir, con tioles oxidados, en las muestras LP y 
PAR, mientras que las muestras de ROC y MAT presentaron una gran cantidad de spots 
marcados. Los diagramas de barras en la parte derecha de esta Fig. 4.4, indican que la 
densidad total de proteínas con tioles oxidados fue mucho mayor en cangrejos capturados 
en ROC (incrementos de 3.2 veces, P < 0.01) y especialmente en MAT (incrementos de 
4.2 veces, P < 0.001). 
En la parte izquierda de la Fig.4.5, un gel representativo de proteínas de 
cangrejos MAT marcadas con IAF muestra aproximadamente 800 spot proteicos con 
tioles reversiblemente oxidados. Este número representa un 46% del total de spots (1721 
± 118) detectados por tinción con SYPRO Ruby. Se indica también en la figura la 
posición de los 35 spots que muestran diferencia de intensidad (>±2 veces de cambio, P < 
0.05) respecto a las muestras LP de referencia, y los nombres de las proteínas que han 
podido ser identificadas. Los nombres de estos 23 spots proteicos identificados mediante 
MALDI-TOF/TOF, que también aparecen en la Fig. 4.5 se recogen en la Tabla 4.1. Estos 
spots representan 8 especies proteicas: 1) Ferritina (FER) identificada a partir de los 
spots 2, 3, 4 y 36 (Fig. 4.5) ; 2) superóxido dismutasa (SOD) identificada a partir de los 
spots 6–9 y 37–38 (Fig. 4.5); 3) disulfuro isomerasa (PDI) identificada a partir del spot 
18; 4) actina, identificada a partir de los spots 19–22; 5) proteína de unión a ácidos 
grasos (fatty acid- binding protein, FABP), identificada a partir de los spots 29 y 30; 6) 
nucleósido difosfato kinasa (NDK) identificada a partir de los spots 24 y 25; 7) fructosa 
bifosfato aldolasa (FBA), identificada a partir de los spots 26 y 39 (Fig. 5); y 8) 
fosfopiruvato hidratasa identificada partir de los spots 34 y 35. El spot 39 no cumplía los 
estrictos requisitos de selección (> ±2 veces de cambio, P < 0.05) que se aplicó al resto de 
los spots. Sin embargo, fue elegido para ser identificado por su proximidad (masa y pI) al 
spot 26. Ambos fueron identificados inequívocamente como FBA y el mismo péptido 
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LADIGLENTEENRR fue obtenido mediante fragmentación TOF/TOF de estos spots 26 
and 39. 
Se llevó a cabo un análisis de agrupamiento jerárquico con el software Genesis 
para visualizar cuantitativamente las alteraciones en los niveles de tioles oxidados de los 
35 spots seleccionados (Fig. 4.5, derecha). Proteínas y sitios resultaron, así, agrupados en 
función de la similitud de sus perfiles de expresión. Coincidiendo con los datos de 
carbonilación (Cap. 3) no se encontraron diferencias notables en los niveles de disulfuros 
oxidados en proteínas de cangrejos capturados en PAR y en LP.  Por el contrario, como 
se comentó arriba y coincidiendo con los resultados de cuantificación de metales, MDA y 
carbonilos, el marcaje con IAF de la mayoría de las proteínas (spots 5-35) de MAT fue 
mucho más intenso que en el resto de las muestras.  
 
 
 
 
 
Figure. 4.5. (Left) 2-DE gel of oxidized thiol proteins of P. clarkii from MAT. The arrows 
mark the 35 differentially expressed oxidized thiol protein spots (N2-fold intensity differences, 
p b 0.05) compared to LP, 19 of which were identified via MALDI-TOF/TOF and are 
indicated in parentheses. (Right) Cluster analysis. Each row represents one oxidized thiol 
protein spot, showing the proteins identified on the right. Columns represent the expression 
profile for one biological replicate at each study site. Green rectangles indicate samples with 
lower intensity for the particular protein spot relative to the average intensity of all samples, 
and red rectangles, samples where the spot is more intense. The color intensity is proportional 
to the distance of each sample intensity to the average value, as represented by the scale.  
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Las proteínas oxidadas resultaron agrupadas en tres clústeres diferentes. El 
clúster 1 incluía los únicos 4 spots (1-4) cuyo marcaje con IAF era más intenso en las 
muestras de ROC, tres de los cuales (2-4) se identificaron como FER. El clúster 2 está 
formado por 17 proteínas (spots 5-21) que mostraron niveles especialmente altos niveles 
de marcaje con IAF en muestras MAT, aunque también en animales de ROC sus niveles 
eran superiores a los de los animales de referencia LP; en este clúster se incluyen spots 
identificados como SOD (spots 6–9); PDI (spot 18) y ACT (spots 19-21). El clúster 3 lo 
forman 14 proteínas con niveles de oxidación elevados solo en animales MAT (spots 22-
35), entre las que se identificaron ACT (spot 22), NDK (spots 24-25), FBA (spot 26), 
FABP (spots 29-30) y PPH (spots 34-35). 
 
  
  
Table 4.1: Differentially expressed Procambarus clarkii proteins identified by MALDI-TOF/TOF analysis. 
 
 
Protein name, 
organism
b
  
Theor.               Exp.
Ferritin, 1341.66 AGTSGLGEFLFDK 136
Procambarus clarkii 1497.76 RAGTSGLGEFLFDK 49
2850.32 NTDAHLTNMLEEDFLEEQVESIEK 158
Ferritin, 1341.66 AGTSGLGEFLFDK 89
Procambarus clarkii 2850.33 NTDAHLTNMLEEDFLEEQVESIEK 35
Ferritin, 1341.67 AGTSGLGEFLFDK 120
Procambarus clarkii 1497.77 RAGTSGLGEFLFDK 15
2850.31 NTDAHLTNMLEEDFLEEQVESIEK 112
Ferritin, 1183.68 SLLDLHVTASK 30
Procambarus clarkii 1341.67 AGTSGLGEFLFDK 132
1497.77 RAGTSGLGEFLFDK 18
1591.67 QNYHEDCEAAINK 45
2658.20 QINLELYASYVYMSMGYYFDR 28
2850.31 NTDAHLTNMLEEDFLEEQVESIEK 24
Superoxide dismutase, 1551.83 LAELSGIEVDQIHK 88
Procambarus clarkii 1709.84 AFFNVINWSNVNER 81
1970.98 QAEEANDVGAMNALLPAIK 50
Superoxide dismutase, 1551.83 LAELSGIEVDQIHK 100
Procambarus clarkii 1709.84 AFFNVINWSNVNER 97
1970.98 QAEEANDVGAMNALLPAIK 101
Superoxide dismutase,
Procambarus clarkii
Mitoch. Mn superoxide dismutase (Frag.), 1809.89 HHQTYINNLNIAEDK 121
Procambarus clarkii 1951.97 NLSPDGGEPEGELLAAINR 161
Superoxide dismutase, 
Procambarus clarkii
Superoxide dismutase, 1551.83 LAELSGIEVDQIHK 100
Procambarus clarkii 1679.93 KLAELSGIEVDQIHK 102
1970.99 QAEEANDVGAMNALLPAIK 91
2525.25 YEYSALEPHISALIMEIHHQK 43
Protein disulfide isomerase, 74
Litopenaeus vannamei
55.3 
(4.6)
23.2 
(5.0)
11 5 86 2.3E-03
2.8E-26
37 A9LRV6
31.3 
(5.4)
26.9 
(5.5)
31 8 127 1.4E-08
30.4 
(5.5)
32 12 378 1.1E-33
AFFNVINWSNVNER 108
9 C3VUT8
15.1 
(6.2)
22.4 
(6.5)
40 6 304
28.0 
(5.3)
24 6 127 1.4E-08 1709.84
A9LRV6
31.3 
(5.4)
31.0 
(5.3)
33 11 260 7.1E-22
7 A9LRV6
31.3 
(5.4)
29.3 
(5.3)
27 10 332 4.5E-29
95
8 A9LRV6
31.3 
(5.4)
F5A6F3
19.4 
(5.2)
20.2 
(5.1)
33 7 144 2.8E-10
4 F5A6F3
19.4 
(5.2)
19.9 
(5.2)
24 7 268 1.1E-22
36
Ion 
score
d
Protein  
score
c
Seq. 
cov. 
(%) 
Peptides 
matched 
Expect Mr ion Fragmented ion
Uniprot 
ID
b
3
2 FER F5A6F3
19.4 
(5.2)
19.8 
(5.1)
64 12 401 5.7E-36
2159.11 FVAANSLPLVVDFNHETASK18 PDI C0JBY4
Spot 
No.
 a Protein symbol
  Mr (pI)
38 A9LRV6
31.3 
(5.4)
1551.83 LAELSGIEVDQIHK
F5A6F3
19.4 
(5.2)
19.1 
(5.2)
81 18 373 4.5E-32
6 SOD
  
Table 4.1 (cont): Differentially expressed Procambarus clarkii proteins identified by MALDI-TOF/TOF analysis. 
 
Protein name, 
organism
b
  
Theor.               Exp.
19 ACT Actin (Fragment), 30 5
Triops granarius
20 β-Actin (Fragment),
Litopenaeus vannamei
21 Cytoplasmatic actin,
Daphnia pulex
22 Actin (Fragment),
Anopheles stephensi
24 NDK Nucleoside diphosphate kinase,
Eriocheir sinensis 
25 Nucleoside diphosphate kinase, 1052.48 GDFCIEVGR 50
Eriocheir sinensis 1330.74 TFIAVKPDGVQR 39
26 FBA Fructose-bisphosphate aldolase,
Tribolium castaneum
39 Fructose-bisphosphate aldolase, 
Tribolium castaneum
29 FABP Fatty acid binding protein,
Cherax quadricarinatus
30 Fatty acid binding protein,
Cherax quadricarinatus
34 PPH Phosphopyruvate hydratase,
Penaeus monodon
35 Phosphopyruvate hydratase,
Penaeus monodon
1452.66 LGQEVDESTFDGR 59
1230.68 AGAAELGIPLYR 58
L0I6Z9
15.0 
(6.3)
14.5 
(6.5)
24 3 68 1.1E-02
LADIGLENTEENRR 71
D2A6E8
39.7 
(7.6)
37.3 
(6.1)
15 5 70 0.1 1629.81 LADIGLENTEENRR 63
D2A6E8
39.7 
(7.6)
37.4 
(6.1)
18 7 86 2.1E-03 1629.82
1330.74 TFIAVKPDGVQR 59
E7CHR6
17.0 
(7.7)
18.5 
(6.7)
35 8 104 2.8E-06
93
D9YST7
24.0 
(5.2)
34.5 
(5.4)
15 3 73 4.4E-02 1804.90 SYELPDGQVITIANER 66
E9H3B3
42.0 
(5.6)
37.7 
(5.6)
33 12 125 2.3E-08 1790.89 SYELPDGQVITIGNER
2.3E-06 1790.89 SYELPDGQVITIGNER 91
G3EQI6
22.6 
(4.8)
24.0 
(5.1)
22 4 106 1.8E-06 1790.89 SYELPDGQVITIGNER 95
80 7.6E-04 1230.68
47.8 
(6.2)
52.1 
(5.8)
8
Seq. 
cov. 
(%) 
Peptides 
matched 
Protein  
score
c Expect Mr ion
31.3 
(5.3)
AGAAELGIPLYR 63
Spot 
No.
 a Protein symbol
Uniprot 
ID
b
  Mr (pI)
Ion 
score
d
4 64 2.7E-02
O96656
47.8 
(6.2)
52.3 
(5.7)
19 7
1.0E-04 1452.66 LGQEVDESTFDGR 76
O96656
L0I6Z9
15.0 
(6.3)
14.5 
(6.6)
31 4 88
E7CHR6
17.0 
(7.7)
18.3 
(6.7)
35 6 74 3.0E-03
D1MVD9
29.5 
(5.2)
105
Fragmented ion
 Ricardo Fernandez Cisnal. Tesis Doctoral 
166 
La Tabla 4.2 recoge los valores de las intensidades del marcaje con IAF de los 
19 spots proteicos identificados en los 4 sitios estudiados y el número de veces de cambio 
en relación a LP. Los tres spots identificados como ferritina que componen el clúster 1 
mostraron incrementos en la intensidad de fluorescencia IAF superiores a 3 veces en 
animales de ROC (P < 0.001). En los otros sitios estudiados estos spots mostraron una 
tendencia a disminuir de intensidad, que se hizo significativa (P < 0.05) para el spot 3 
tanto en animales de PAR como los de MAT.  
Table 4.2. AF signal intensity of the identified proteins at the different studied sites. 
 
 
 
LP MAT PAR ROC
7181 ± 517
d 5186 ± 1541 4169 ± 1269 24480 ± 2760
(1)
e (0.7) (0.7) (3.4)***
1219 ± 78 574 ± 26 763 ± 285 3714 ± 296
-1 (0.5)* (0.6)* (3.0)***
761 ± 177 622 ± 76 650 ± 175 2695 ± 394
-1 (0.8) (0.9) (3.5)***
508 ± 92 1368 ± 256 484 ± 139 1030 ± 78
-1 (2.7)*** (1.0) (2.0)**
966 ± 734 3951 ± 1362 1071 ± 169 2660 ± 1612
-1 (4.1)* (1.1) (2.8)
520 ± 311 1616 ± 360 455 ± 144 1244 ± 197
-1 (3.1)** (0.9) (2.4)*
901 ± 190 3171 ± 417 973 ± 116 1424 ± 98
-1 (3.5)*** (1.1) (1.6)
388 ± 167 1054 ± 308 280 ± 175 1015 ± 186
-1 (2.7)* (0.7) (2.6)**
472 ± 108 1707 ± 419 336 ± 128 1877 ± 441
-1 (3.6)** (0.7) (4.0)**
825 ± 265 3636 ± 719 648 ± 54 2089 ± 211
-1 (4.4)*** (0.8) (2.5)**
1846 ± 570 6161 ± 982 2034 ± 294 3929 ± 349
-1 (3.3)*** (1.1) (2.1)**
664 ± 236 3354 ± 400 1665 ± 211 841 ± 135
-1 (5.1)*** (2.5)** (1.3)
1045 ± 618 3620 ± 478 510 ± 44 1599 ± 102
-1 (3.5)*** (0.5) (1.5)
1807 ± 440 3827 ± 132 866 ± 160 1729 ± 421
-1 (2.1)*** (0.5)* (1.0)
2808 ± 731 9245 ± 849 3729 ± 729 4437 ± 674
-1 (3.3)*** (1.3) (1.6)
2822 ± 208 208 ± 50 0 ± 0
(nd)*** (nd) (nd)
3262 ± 305 259 ± 56 0 ± 0
(nd)*** (nd) (nd)
1092 ± 156 3285 ± 768 1685 ± 414 984 ± 82
-1 (3.0)*** (1.5) (0.9)
979 ± 849 4703 ± 539 1186 ± 222 2286 ± 768
-1 (4.8)*** (1.2) (2.3)
Spot No.
a
Protein 
symbol
b
Sampling site
c
Cluster
f
2 FER 1
3 1
4 1
6 SOD 2
7 2
8 2
9 2
18 PDI 2
19 ACT 2
20 2
21 2
22 3
24 NDK 3
25 3
26 FBA 3
29 FABP 0 ± 0 3
30 0 ± 0 3
34 PPH 3
35 3
a The numbering of the spots is arbitrary and corresponds to that of Fig 4.5 
b For protein name, see the legend of Fig. 4. 
c For sampling sites, see the legend of Fig. 1. 
d Arbitrary units of fluorescence. Data are means ± SD (n = 3 replicate). 
e The numbers in parenthesis represent the AF signal intensity fold increase at the sites relative to LP; nd, not possible to calculate 
because the signal intensity in LP is zero. The statistical significance of the differences is compared with LP, used as reference. 
Statistical significances: *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. 
f Cluster number given by Genesis analysis as shown in Fig. 4 (right). 
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Todas las proteínas del clúster 2 estaban mucho más oxidadas en animales 
capturados en MAT, con incrementos entre 2.7 y 4.4 veces. El nivel de oxidación también 
fue más alto en las proteínas de animales ROC, aunque en este caso las diferencias con 
LP solo fueron significativas para los spots 6 y 8 (SOD), 18 (PDI) y 19–21(ATC). Los 
aumentos de intensidad fueron similares en animales MAT y ROC para los spots 6, 8, 18 
y 19. Coincidiendo con el clúster 2, todas las proteínas que formaban el clúster 3 (spots 
22, 24-25, 26, 29-30 y 34-35, identificados como ACT, NDK, FBA, FABP y PPH 
respectivamente) mostraron niveles incrementados de oxidación en animales MAT. Sin 
embargo, a diferencia de las proteínas del anterior clúster, solo el spot 22 mostró un 
aumento significativo (P < 0.001) en animales ROC. Los dos spots identificados como 
FABP (29–30) no se detectaron en muestras LP o ROC, aunque mostraron intensidades 
muy altas en MAT y especialmente en ROC. 
Se estima que las proteínas absorben ~70% de las ROS y son una de las 
principales dianas de oxidación en la célula, como se comentó en capítulos anteriores. La 
oxidación de residuos Cys se considera una PTM que altera la estructura y la función 
proteica y con ella muchos procesos biológicos 1
, 4. En este trabajo hemos utilizado 
marcaje diferencial de tioles nativos reducidos y oxidados y electroforesis bidimensional 
para validar el uso de la proteómica redox como biomarcador de exposición de cangrejos 
P. clarkii a contaminantes oxidativos. Los resultados obtenidos demuestran que 
efectivamente esta metodología es un biomarcador sumamente útil y sensible de daño 
oxidativo como el causado por exposición a metales de transición o compuestos 
electrofílicos como los descritos en DNP y sus alrededores 
28, 34-36
. Hemos encontrado que 
la densidad total correspondiente a proteínas oxidadas (Fig.4.4) es mucho más grande en 
animales del área de El Matochal y algo menor en animales del arroyo La Rocina, 
mientras que no hay grandes diferencias entre las proteínas de animales capturados en el 
arroyo de El Partido y los animales de referencia capturados en Lucio del Palacio. Estos 
resultados coinciden plenamente con las determinaciones mostradas en los capítulos 
anteriores respecto a bioacumulación de metales, peroxidación lipídica y carbonilación 
proteica (Capítulos 1, 2 y 3), además de con los biomarcadores convencionales, 
proteómicos y transcriptómicos previamente analizados por nuestro grupo 
26, 28-30, 37, 38
.  
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La intensidad de los cambios en niveles de tioles oxidados de los 35 spots 
seleccionados (Fig. 4.5 derecha) también confirman la presencia de diferentes grados de 
contaminación en los tres sitios problema. Así, 31 spots correspondientes a proteínas 
oxidadas se mostraron particularmente intensos en cangrejos de MAT. Entre estos están 
los 14 (22-35) spots que conforman el clúster 3, con niveles de intensidad superiores sólo 
en MAT, y los 17 (5-21) pertenecientes al clúster 2, con niveles de fluorescencia muy 
altos en cangrejos de MAT y altos en cangrejos de ROC. El moderado nivel de 
contaminación encontrado en la del arroyo La Rocina28 explicaría que solo 4 spots (1-4), 
los que conforman el clúster 1, presenten niveles altos de fluorescencia solo en animales 
de esta zona. 
4.4.2. El marcaje diferencial permite en algunos casos identificar 
diferencialmente las proteínas nativas y las oxidadas 
La Fig. 4.6.A muestra un gel 2-DE representativo de cangrejos de MAT, donde 
las proteínas con tioles oxidados marcadas con IAF (en rojo) se superponen a las 
proteínas teñidas con SYPRO Ruby (en azul). La unión de IAF a los tioles 
reversiblemente oxidados suman 512,26 unidades de masa atómica por tiol y puede 
afectar también al pI de la proteína, por lo que no hay un solapamiento completo entre las 
dos imágenes IAF y SYPRO Ruby. 
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Figure. 4.6. (A) Overlapping representative 2-DE gel image of IAF labeled oxidized thiol 
proteins (in red) and total proteins SYPRO Ruby-stained (in blue) of P. clarkii from MAT. 
(B) Three enlarged representative regions are shown where the same protein has been identified 
from different spots: (I) FBA, (II) SOD and (III) FER. To differentiate the two stains, the original 
gray color of the IAF image was changed to red and that of the SYPRO Ruby image to blue. 
Black arrows point to IAF-labeled differentially oxidized thiol proteins and blue arrows point to 
non-labeled and, thus, non-oxidized proteins.  
 
En la Fig. 4.6 B se presentan aumentadas tres regiones representativas de este 
gel, mostrando los diferentes spots que permitieron identificar una misma proteína. Los 
spots que aparecen en color rojo corresponden a la imagen de fluorescencia de IAF del 
gel, mientras que los azules corresponden a la imagen de fluorescencia de SYPRO Ruby 
del mismo gel. Los spots 26 (recuadro I), 6-8 (recuadro II) y 2-4 (recuadro III), 
identificados FBA, SOD y FER, respectivamente, se presentan desplazados hacia un pI 
más ácido y con una masa ligeramente mayor que los correspondientes spots 39, 37-38 y 
36, identificados también como FBA, SOD y FER. Esto indica que estas proteínas pueden 
ser modificadas post-traduccionalmente mediante la formación de disulfuros internos 
entre sus grupos tioles. Los spots 26, 6-8 y 2-4 corresponderían a la porción de la proteína 
que presenta la PTM y que se ha marcado con IAF. Los spots 39, 37-38 y 36, 
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corresponderían a las formas nativas de las proteínas sin los grupos tioles oxidados o a 
moléculas que no se han marcado con IAF, por lo que pueden detectarse en la imagen del 
gel teñido con SYPRO Ruby (azul) pero no en la imagen de las proteínas con tioles 
oxidados marcados con IAF (rojo). 
4.4.3. Identificación de residuos Cys con tioles sensibles a oxidación 
Si los péptidos usados para la identificación de las proteínas incluyen residuos 
Cys, se puede estudiar la susceptibilidad de una Cys específica a sufrir oxidación 
reversible, como se muestra en la Tabla 4.4 para las dos proteínas FER y NDK, en que se 
ha conseguido determinar la modificación de Cys.  
Table 4.4. Cysteine residues in proteins prone to reversible oxidation detected by MALDI-
TOF/TOF analysis. 
Protein 
symbol 
Protein name, 
Organisma 
No. 
Cysb 
(Position) 
Spot 
No. c 
 
IAF-Cysd 
 
IA
M-
Cys
d 
 
Mw Ion 
 
Peptidee 
FER Ferritin, 
Procambarus clarkii 
1 
(13) 
2 13  1922.73 QNYHEDCFEAAINK 
 36  13 1591.67 QNYHEDCAEAAINK 
NDK 
Nucleoside diphosphate 
kinase, 
Eriocheir sinensis 
3 
(64, 76, 
108) 
24 
108  
 
1383.54 GDFCFIEVGR 
 64 1894.91 HYADLADKPFYPG
LCAK 
     
25 
76  
 
2421.17 YM
OSSGPVVAMOCF
WEGTGVVK 
 108 1052.48 GDFCAIEVGR 
 64 1894.91 HYADLADKPFYPG
LCAK 
a Protein name, organismas UniProtKB/Swiss-Prot database. 
b Number of cysteine residues present in the protein (position of the Cys residues in the sequence of the protein). 
c The numbering of the spots corresponds to that of Figs. 4.5 and Table 4.1. 
d Cysteine residuemodified by IAF (i.e. a residue prone to reversible oxidation) or by IAA (i.e. a reduced status). 
e Modified residues in the peptide are as follows: CF: Cys modified by IAF; CA: Cys modified by IAA; MO: oxidized Met. 
 
 
Así, la ferritina de P. clarkii, que tiene una sola Cys en posición 13, se presentó 
oxidada (marcada con IAF) en el spot 2 y reducida (marcado con IAM) en el spot 36, 
mucho menos intenso, indicando que la mayoría de la proteína está oxidada. Este 
resultado confirma la hipótesis propuesta arriba de que el spot 36 pudiera representar la 
forma nativa de la ferritina. La proteína NDK contiene 3 residuos Cys en las posiciones 
64, 76 y 108. La Cys64 aparece reducida en los dos spots 24 y 25 que identificaron esta 
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proteína, mientras que la Cys108 apareció oxidada en el spot 24 y reducida en el 25. La 
Cys76, que sirvió para identificar el spot 25, apareció reducida.   
4.4.4. Funciones biológicas de las proteínas identificadas con niveles de 
oxidación diferencial entre las muestras estudiadas 
Algunas de las proteínas con tioles oxidados identificadas en este trabajo han 
sido relacionadas previamente con respuestas a exposición a contaminación, como es el 
caso de SOD 
29, 34
, o ACT 39 (pero no otras como FER, PDI, FBP, PPH, FABP o NDK. 
Por ello, se ha procedido a hacer una revisión de las funciones de las proteínas 
diferencialmente oxidadas en las distintas muestras para darle así significado biológico a 
los cambios observados. 
El Fe es esencial para la vida pues forma parte de sitios activos de muchas 
metaloproteínas que juegan papeles clave en procesos biológicos cruciales como el 
transporte de O2, almacenamiento y uso de O2 en muchas reacciones redox y en las 
reacciones de transferencia de electrones dentro de la célula. Sin embargo, el exceso de 
Fe es altamente tóxico, ya que promueve la formación de ROS, principalmente mediante 
la reacción de Fenton 40. Los organismos han debido desarrollar mecanismos para 
manejar esta situación, almacenando el Fe que no se requiere de forma inmediata en una 
forma no toxica y movilizando los almacenes cuando se precisa para participar en el 
metabolismo celular. La ferritina (FER) es la principal proteína intracelular responsable 
del secuestro, almacenamiento y liberación de Fe, pudiendo acumular más de 4.500 
átomos de Fe, que se liberan cuando se necesita una mayor biodisponiblidad de este metal 
para el crecimiento y la proliferación celular 40 41. FER es una proteína ubicua y está 
fuertemente regulada por el Fe intracelular y el estado oxidativo de la célula 42. FER 
almacena hierro como Fe
3+
 insoluble tras secuestrar Fe
2+
 del medio externo mediante su 
actividad ferroxidasa. El mecanismo de liberación del hierro aún no se ha establecido 
claramente, aunque se sabe que la actividad ferroxidasa no participa 
43
 (Fig. 4.7). 
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Figure 4.7 Proposed mechanism for iron uptake/release by ferritin. Proposed mechanism for 
iron uptake/release by ferritin. (A) Iron (Fe) enters through a pore in the apoferritin protein cage 
structure (Fn(0)), forming an iron-ferritin complex (FeFn0) through a reversible process. (B) A 
series of redox reactions lead to iron incorporation into the mineral core of ferritin (Fn(1)). After 
incorporation steps, the ferritin species Fn(n) is obtained. (C) Iron can be released from the 
mineral core through redox and transport processes. (D) Ferritin molecules can also be 
proteolytically degraded, returning their entire iron content during this process 44. 
 
Los niveles de oxidación de ferritina son más bajos en cangrejos PAR y MAT que en los 
capturados en la zona de referencia. Por el contrario, la FER de cangrejos ROC muestra 
niveles de oxidación >3 veces superiores que el resto. Mecanismos transcripcionales y 
post-transcripcionales están implicados en la inducción de FER por oxidantes y 
citoquinas 45 y colaboran en el contenido total de FER en 
la célula. Frente a estudios que sugieren que la inducción 
de la FER protege frente al estrés oxidativo, otros sugieren 
que el daño oxidativo a FER incrementaría el contenido 
celular de Fe libre, lo que agravaría el daño oxidativo 40
,46. 
La oxidación de FER se acompaña generalmente por la 
degradación proteosomal de la molécula proteica oxidada, 
lo que resultaría en una disminución de la cantidad de ferritina en la célula sometida a 
estrés oxidativo 47 como se ve en cangrejos de MAT. No obstante, se ha demostrado que 
distintos oxidantes incrementan de manera diferente la susceptibilidad de FER a la 
proteólisis47.Por ello, el mayor nivel de oxidación de FER en cangrejos ROC puede ser 
consecuencia de una menor tasa de degradación de FER por haber sido oxidada por 
contaminantes distintos de los presentes en las otras zonas de estudio. 
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La proteína disulfuro isomerasa, PDI, de 55 kDa y 508 
aminoácidos, con dos dominios tipo tiorredoxina y una 
secuencia típica señal de retención/recuperación en el 
retículo endoplásmico (RE), desempeña una doble función 
en la célula. Por una parte, PDI funciona como una oxidasa 
introduciendo puentes disulfuros en las proteínas. Por otra 
parte, PDI actúa como una chaperona que inhibe la 
agregación proteica 48.  Durante la oxidación de una proteína diana, PDI oxidada cataliza 
la formación de disulfuros en la proteína sustrato y se reduce. En el proceso, la proteína 
oxidorreductina del retículo endoplásmico (ERO1) se reoxida y regenera el sitio activo de 
PDI. Por el contrario, la forma reducida de PDI inicia un proceso de isomerización 
atacando el disulfuro del sustrato y formando un puente disulfuro intermolecular 
transitorio que acaba generando una reordenación del disulfuro intramolecular y una PDI 
reducida (Fig. 4.8). De esta manera, PDI forma parte de la sofisticada maquinaria celular 
que asegura la correcta formación de los puentes disulfuro e impide enlaces erróneos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 4.8 Molecular mechanisms of PDI-dependent oxidative protein folding in the endoplasmic 
reticulum (ER). Oxidized PDI (top), which contains a disulfide bond at its active site, catalyzes the formation 
of a disulfide bond in a substrate protein (bottom), resulting in the reduction of PDI. Conversely, the ER 
oxidoreduction protein, Ero1, can reoxidize and regenerate the PDI active site. By repeating this cycle, PDI 
can continuously insert disulfide bonds into different substrate proteins. Right: In the early process of protein 
folding in the ER, cysteine residues often form inaccurate disulfide bonds (resulting in a misfolded protein). 
The isomerase activity of PDI (top) converts these incorrect disulfide bonds to their correct native form. This 
reaction occurs through breakage of substrate disulfide, formation of intramolecular disulfide, and reformation 
of intermolecular disulfide bonds with different thiols in the target substrate protein (bottom). For simplicity, 
the redox state of only one PDI active site is shown 49 . 
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La proteína PDI resulta inhibida por S-nitrosilación y S-glutationilación, lo que 
tiene como consecuencia mal plegamiento de proteínas, estrés de retículo endoplásmico 
(RE) y muerte celular 
49, 50
 (Fig. 4.8). PDI parece ser un regulador negativo de NF-KB, el 
principal inductor de genes de supervivencia celular, cuya presencia se ha vinculado a la 
capacidad invasiva en cáncer. Recientemente se ha descrito un papel beneficioso del 
mantenimiento del estado oxidado de PDI, que reduciría la generación de ROS 52 (Fig. 
4.9). Asimismo, se ha descrito que PDI sufre proteolisis en el citoplasma mediada por 
caspasas, como parte del proceso apoptótico 51. El proceso proteolítico posiblemente 
genere fragmentos con grupos tioles sensibles a procesos redox 19. En este trabajo 
también hemos identificado un fragmento oxidado de PDI de 23.2 kDa (spot 18) en la 
fracción citosólica de glándula digestiva de cangrejos MAT y ROC (Fig.4.5), indicando 
posiblemente una situación apoptótica en la glándula digestiva de los cangrejos 
procedentes de esta zona contaminada. 
 
Figure 4.9 The formation of 
disulphide bonds in the ER is 
driven by PDI and ERO1. During 
disulfide bond formation, ERO1 
operates in association with the 
flavin, FAD. ERO1 uses a FAD-
dependent reaction to transfer 
electrons from PDI to molecular 
oxygen (O2), which results in the 
production of reactive oxygen 
species (ROS) from of H2O2 and the 
oxidation of PDI. PDI is reduced 
following the acceptance of electrons 
from protein-folding substrates, 
thereby oxidizing thiol (SH) groups 
in the target protein’s cysteine 
residues and forming disulphide 
bonds. Reduced GSH assists in 
disulphide-bond reduction, resulting 
in the production of oxidized 
glutathione (GSSG). Under 
conditions of ER stress and the UPR, 
GSH is consumed and the ER 
environment becomes increasingly 
reduced. (Adapted from 53) 
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La Cu-Zn-superóxido dismutasa (SOD) es una de las 
proteínas cuyo correcto plegamiento está controlado por PDI. 
Esta enzima, una metaloproteína holomérica que dismuta el 
radical anión superóxido a O2 y H2O2, requiere la formación 
de un puente disulfuro intramolecular para la estabilización 
de su forma nativa funcional. La reducción de este puente 
disulfuro ocasiona mal plegamiento de la proteína y 
formación de agregados 
54
. PDI disminuye la tasa de agregación de proteínas SOD 
reducidas 
49, 55
 por lo que la oxidación y proteolisis de PDI comentada anteriormente 
estarían contribuyendo a su agregación. El daño oxidativo (nitración, fosforilación, 
glutationilación, cisteinilación, glicación, inapropiada formación de disulfuros) de SOD 
suele conllevar su disociación en monómeros con muy poca actividad 
49, 56, 57
. En este 
trabajo se han detectado tres spots (spots 6-8), identificados como SOD, que mostraron 
altos niveles de fluorescencia en cangrejos de ROC y, especialmente, de MAT, 
correspondientes a estas formas monoméricas o a fragmentos de la propia proteína SOD.  
 
Numerosas líneas de evidencia sustentan la idea de que el 
daño que causa la oxidación a la célula en buena parte está 
mediado por daños al citoesqueleto, en el que el sistema 
de la actina (ACT) 32 representa una diana temprana y 
muy sensible 
19,58-60
. ACT es una proteína ubicua, 
abundante y esencial.  Los monómeros de G-actina (actina 
globular) polimerizan para formar la F-actina (actina 
fibrosa) cuyo ensamblaje/desensamblaje y organización es muy dependiente de estímulos 
tanto externos como internos 61. Varios residuos Cys y Met de ACT son susceptibles de 
oxidación, nitrosilación, nitración, carbonilación y glutationilación 62. El procesamiento y 
las modificaciones post-traduccionales de ACT regulan importantes eventos celulares, 
dirigiendo procesos fisiológicos (crecimiento celular, migración celular, tráfico de 
membrana, endocitosis, morfogénesis celular) tanto como patológicos 
62, 63
, ya que la 
modificación redox de residuos Cys críticos de la ACT alteran la ratio de proteína soluble 
y polimerizada y, en consecuencia, la arquitectura celular y la función de membrana 
50, 62, 
63
. Bajo condiciones suaves, no letales, de estrés, la S-tiolación evita la formación de 
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disulfuros inter/intramoleculares y previene la excesiva polimerización de ACT y el 
cross-link, preservando la dinámica de los microfilamentos 58. Se ha descrito que la 
glutationilación de ACT es uno de los mecanismos tempranos que permiten a los 
animales sobrevivir al estrés oxidativo causado por contaminación 39. Por ejemplo, se ha 
descrito que bajas dosis de Cd incrementan la glutationilación de ACT, lo que tiene 
efectos protectores in vivo. Por el contrario, dosis altas de Cd, que generan una situación 
de estrés oxidativo en la célula pero mantienen los niveles basales de glutationilación, 
causan disrupción del citoesqueleto 64. En nuestro estudio, solo el spot 21 presentó una 
Mw (37.7 kDa) próxima a la teórica para la G-actina (42 kDa), mientras que los otros 3 
spots (19, 20 y 22) identificados también como actina, podrían ser formas truncadas de 
menor masa molecular (29.5, 24.0 and 34.5 kDa), similares a otras previamente 
identificadas en situación de estrés oxidativo en la célula 
19, 65
, reconocidas como dianas 
de oxidación reversible de Cys 19.  
 
Las enzimas fructosa 1,6-bifosfato aldolasa (FBA) y 
fosfopiruvato hidratasa (PPH) son dos enzimas glicolíticas. 
FBA se encarga de romper la fructosa 1, 6-bifosfato en la 
glucolisis para dar dihidroxiacetona fosfato y 
gliceraldehído 3-fosfato y de catalizar la reacción inversa 
en el proceso gluconeogénico 33. PPH actúa en un paso 
posterior de la glucolisis, convirtiendo 2-fosfoglicerato en 
fosfoglicerato, que es el segundo intermediario de alta 
energía productor de ATP durante la etapa glucolítica 33. La oxidación de FBA y PPH 
observada en cangrejos MAT podría disminuir su actividad, con lo que la actividad 
glucolítica se reduciría y de esta manera se potenciaría el flujo de glucosa hacia la ruta de 
las pentosas fosfato para generar NADPH, que proporcionaría el poder reductor necesario 
para que las enzimas antioxidantes pudieran proteger a la célula frente al estrés oxidativo 
66. FBA lleva a cabo otras funciones menos conocidas por su capacidad de unirse a otras 
proteínas 67. Por ejemplo, lo mismo que otras enzimas implicadas en la ruta glucolítica, 
interacciona con microfilamentos de actina en una manera redox-dependiente, para 
formar micro-compartimentos donde se localizan complejos multienzimáticos 
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glucolíticos que permiten que el citoesqueleto “perciba” e integre la actividad metabólica 
general en respuesta a cambios medioambientales o fisiológicos 67, 68. 
La proteína de unión a ácidos grasos (FABP) forma parte 
de la familia de proteínas de unión a ácidos grasos, un 
grupo de proteínas citosólicas pequeñas (14 kDa), ubicuas, 
multigénicas y multifuncionales bien estudiadas en 
vertebrados 
69,70
, pero casi desconocidas en invertebrados 
71
. 
La principal función biológica de FABP es la unión y 
transporte de ácidos grasos de cadena larga y otros ligandos 
como prostaglandinas, ácidos biliares o eicosanoides, aunque también se le atribuye un 
importante efecto citoprotector por su capacidad de unir ácidos grasos potencialmente 
tóxicos, grupos hemo y otras moléculas que pueden ser citotóxicas cuando está libres. 
Además, FABP afecta a la función enzimática por sus efectos sobe la disponibilidad de 
ligandos, modula la actividad enzimática al cambiar la estructura de la membrana y su 
fluidez y regula la expresión génica al activar los receptores nucleares 
72
. Las proteínas 
FABP desempeñan un papel importante en el proceso de inflamación regulada por ácidos 
grasos en vertebrados y recientemente se ha descrito una función similar en cangrejo 
71
. 
Asimismo, FABP se considera un protector endógeno frente al estrés oxidativo, al 
secuestrar lípidos reactivos mediante la modificación covalente de su Cys120 
33
 o la 
oxidación de sus pares de Cys 
70
. Debido a esto la FABP ha sido propuesta como 
marcador bioquímico de daño tisular bajo condiciones patológicas 
70
. La fluorescencia de 
la proteína FABP resultó indetectable en glándula digestiva de cangrejos LP y ROC, 
indicando que todas sus Cys estaban reducidas. En animales PAR se detectó señal de 
fluorescencia, pero muy inferior a la de animales de MAT, donde probablemente todas las 
Cys de FABP estaban oxidadas (Fig. 4.4). 
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Bajo condiciones de alta demanda energética e inadecuada 
producción de ATP, durante un tiempo limitado, las 
células pueden utilizar moléculas como fosfoarginina o 
GTP para fabricar ATP. Se ha descrito que varias 
proteínas implicadas en la transferencia de grupos 
fosforilo o pirofosforilo desde o hasta el ATP para 
biosíntesis o formación de nucleósidos trifosfato, disminuyen su presencia en organismos 
sometidos a estrés 
73, 74.
 Una de estas proteínas es la nucleósido difosfato quinasa (NDK), 
necesaria para mantener el pool de nucleósidos trifosfato requeridos en las reacciones 
biosintéticas. Originalmente identificada como supresora de metástasis tumoral, hoy en 
día NDK se considera una proteína multifuncional implicada en los principales eventos 
celulares, como la proliferación, diferenciación y desarrollo, adhesión, migración y 
tráfico de vesículas y participa en la transcripción y la reparación de DNA 
75. 
Los 
mecanismos celulares que regulan las funciones de NDK se conocen pobremente e 
incluyen modificaciones post-traduccionales esenciales para muchas funciones celulares 
y procesos reguladores. La Cys del péptido GDFCIQVGR (Cys109 en humanos, Cys108 en 
el decápodo Eriocheir sinensis), situada en la zona de contacto de las subunidades en las 
estructuras hexaméricas, es de particular importancia. La formación del disulfuro Cys109-
Cys109 afecta a la estructura y función de la NDK 
76
 y su glutationilación inactiva a NDK 
al afectar su estructura y dañar el sitio de unión con el nucleósido, lo que sugiere que la 
Cys109 juega un papel clave en la respuesta al estrés oxidativo 
77
. En este trabajo además 
de la Cys108, que se encontró oxidada en el spot 24 (Fig. 4.4), se aporta la primera 
evidencia de oxidación reversible de la Cys76 en NDK (spot 25). 
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4.5. Conclusiones 
Este estudio proporciona información valiosa sobre los mecanismos y el 
significado biológico de los daños oxidativos a las proteínas. De los 4 sitios estudiados 
situados en el Parque Nacional de Doñana (LP) o sus inmediaciones, MAT y ROC fueron 
las dos áreas donde se capturaron cangrejos P. clarkii con los niveles más altos de 
oxidación reversible de proteínas en sus glándulas digestivas. Para la mayoría de estas 
proteínas se pudieron detectar spots correspondientes a diferentes formas de oxidación de 
Cys y para algunas, también los spots correspondientes a las formas nativas sin tioles 
oxidados.  
Algunas de estas proteínas diferencialmente oxidadas se han identificado y 
ponen de manifiesto qué procesos se ven afectados en estos animales a consecuencia del 
estrés oxidativo provocado por los contaminantes. Basándonos en los cambios 
observados, se podrían proponer varias hipótesis al respecto. Por una parte, la oxidación 
reversible de tioles de algunas proteínas podría constituir un mecanismo temprano de 
respuesta que permite a los animales sobrevivir bajo condiciones de estrés oxidativo en 
zonas contaminadas. Por otra parte, la oxidación de algunas proteínas podría constituir un 
mecanismo regulador que detecta e integra la actividad metabólica general de la célula en 
respuesta a los cambios ambientales. Estas dos hipótesis representan respuestas 
homeostáticas normales. Si se consigue vincular los cambios en los niveles de oxidación 
observados en algunas proteínas directamente con la exposición a un grupo particular de 
productos químicos (tales como metales de transición), se podrían usar estas respuestas 
como marcadores de exposición, siendo de gran utilidad en los programas de vigilancia 
biológica, al ser más rápidos y baratos que las analíticas completas de las muestras de 
agua. No puede descartarse que estos cambios oxidativos estén afectando a las proteínas y 
su función hasta que se realicen estudios posteriores que demuestren que efectivamente 
estos cambios son nocivos para la célula.  
Los residuos Cys13 de la ferritina, así como las Cys76 y Cys118 de la nucleósido 
difosfato quinasa son susceptibles de oxidación reversible, lo que pone de manifiesto su 
participación en los procesos redox en que están implicadas estas proteínas.  
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5.1. Resumen  
Los estudios precedentes mostraron una situación de estrés oxidativo los 
animales capturados en estas zonas, reflejada en un aumento de los niveles de 
peroxidación lipídica y oxidación (carbonilación y formación de disulfuros) de proteínas. 
La intensidad de estos daños se correlacionó directamente con la bioacumulación de 
metales y así, la glándula digestiva y los animales de MAT, con la mayor cantidad de 
metales y metaloides, presentaron los mayores niveles de daños en lípidos y proteínas.  
El presente estudio pretende determinar las alteraciones funcionales causadas 
por dicha situación de estrés oxidativo, analizando los cambios en la abundancia de 
proteínas. Con este estudio proteómico se pretende lograr una información global de los 
niveles de expresión proteica y de su adaptación a las condiciones ambientales de los 
animales estudiados. Esto permitirá obtener una visión más profunda de las respuestas 
moleculares inducidas por la toxicidad de los contaminantes. Se ha usado la metodología 
2D-DIGE, que usa electroforesis bidimensional para el análisis cuantitativo de las 
proteínas diferencialmente expresadas en animales capturados en PAR y MAT, utilizando 
como referencias ejemplares capturados en LP. El estudio se ha llevado a cabo en 
glándula digestiva, un órgano con alta actividad metabólica, pero también implicado en 
respuesta inmune y otras situaciones de estrés, y en branquias, el órgano que permite a 
estos animales el intercambio gaseoso y la captación de alimento.   
En animales procedentes de las zonas PAR y MAT se encontraron cambios de 
abundancia en proteínas relacionadas con estrés oxidativo, incluyendo proteínas 
implicadas en estrés del retículo endoplásmico, otras que indicaban disfunción 
mitocondrial y otras relacionadas con procesos inflamatorios y de regulación epigenética 
de la expresión génica. Se observaron también diferencias en la abundancia de proteínas 
que indicaban un cambio metabólico hacia una elevada glucolisis aerobia (efecto 
Warburg), probablemente encaminada a generar ATP y poder reductor (NADPH) en una 
situación de estrés oxidativo que altera la integridad de las membranas mitocondriales y, 
en consecuencia, disminuye o anula su potencial eléctrico. Estas proteínas 
diferencialmente expresadas, además de permitir identificar los procesos metabólicos y 
fisiológicos alterados por los contaminantes, podrían ser utilizadas como biomarcadores 
de presencia de contaminantes perjudiciales, aunque estén en pequeñas concentraciones, 
en el medio.                               .                                                                                   
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5.2. Introducción 
A lo largo de esta Tesis se ha mostrado la amplia presencia de contaminantes 
peligrosos en el medio y el serio problema que suponen para los ecosistemas y sus 
habitantes y, por ello, para la sociedad, los científicos y los gobernantes de todo el planeta.  
En las secciones anteriores se ha demostrado la existencia de estrés oxidativo en 
glándula digestiva y branquias de P. clarkii capturados en las zonas de PAR y MAT. Sus 
niveles de peroxidación lipídica concuerdan con la acumulación de metales en sus tejidos 
(Cap. 1). También hemos encontrado que muchas de sus proteínas están oxidadas 
reversible o irreversiblemente (Capítulos 3 y 4), lo que sin duda debe repercutir en la 
homeostasis de los animales. Para dilucidar las alteraciones metabólicas causadas por esta 
situación de estrés oxidativo en los cangrejos PAR y MAT, hemos realizado tambien un 
análisis proteomico en estos tejidos para analizar los cambios en la abundancia de 
proteínas que causa el habitar en zonas contaminadas.  
El proteoma es una trama dinámica y compleja que responde rápidamente a 
cambios en el medio, y muchas veces independientemente del genoma, i.e., sin necesidad 
de la transcripción. Esto se consigue por la multifuncionalidad de muchas proteínas, 
numerosas modificaciones post-traduccionales (PTMs) e interacciones entre ellas. Los 
análisis proteómicos son una poderosa herramienta en los estudios medioambientales que 
permiten profundizar en los mecanismos de toxicidad, descubrir nuevas proteínas 
implicadas en la defensa celular, e identificar nuevos biomarcadores de exposición a 
contaminación 
1, 2-4
. Sin embargo, se enfrentan a problemas como el hecho de que la 
mayoría de los organismos bioindicadores de interés ecológico están poco representados 
en las bases de datos de secuencias de genes o proteínas. Esto dificulta mucho la 
identificación de las proteínas, basada en combinar la espectrometría de masas con la 
búsqueda en bases de datos de genoma secuenciados, aunque no ha frenado a nuestro 
grupo y a otros a utilizar la proteómica para analizar los mecanismos moleculares de 
toxicidad de los contaminantes y de adaptación de los organismos a la contaminación 
3-13
. 
En la introducción se han revisado algunas de las aproximaciones proteómicas 
utilizadas en la actualidad.  Entre ellas, las basadas en 2-DE siguen siendo una estupenda 
aproximación top-down (se empieza con la proteína íntegra, que se separa y luego se 
fragmenta en la trampa iónica), principalmente porque resuelve miles de especies 
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proteicas intactas en una sola carrera, permitiendo el análisis simultáneo del proteoma 
completo, incluyendo isoformas y modificaciones post-traduccionales 
14-16
. En este 
trabajo se ha usado la metodología 2D-DIGE, versión avanzada de la proteómica que usa 
electroforesis bidimensional, para el análisis cuantitativo de las proteínas 
diferencialmente expresadas en animales capturados en PAR y MAT, usando los de LP 
como referencia. El estudio se ha realizado en glándula digestiva, un órgano con alta 
actividad metabólica, implicado en la respuesta inmune y otras situaciones de estrés, y en 
branquias, órgano que les permite el intercambio gaseoso y la captación de alimento.  La 
metodología 2D-DIGE usa diferentes fluoróforos para marcar dos muestras que serán 
posteriormente separadas por 2-DE en un mismo gel. El uso de un estándar interno 
marcado con un tercer fluoróforo y cargado junto a las muestras en cada gel analítico, 
permite encajar y la normalizar la señal e intensidad de los spots entre geles. La 
estandarización permite detectar cambios pequeños con significación estadística en la 
abundancia de las proteínas, e identificar proteínas relevantes en el proceso biológico en 
estudio, que pueden ser usadas como alertas tempranas de la presencia de contaminantes 
perjudiciales, aunque estén en pequeñas concentraciones, en el medio.  
Con este estudio proteómico se ha pretendido obtener una información global 
sobre los niveles de expresión proteica para identificar las alteraciones metabólicas que 
causan los contaminantes en los animales estudiados, así como las respuestas biológicas 
que permiten al organismo adaptarse a vivir en presencia de contaminación en el medio.  
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5.3. Materiales y métodos  
5.3.1. Muestras utilizadas. 
Se analizaron glándula digestiva y branquias de cangrejos P. clarkii. Se 
prepararon cuatro mezclas por sitio de muestreo (LP, la zona de referencia y las zonas 
contaminadas PAR y MAT) mezclando iguales cantidades de tejido homogeneizado de 3-
4 cangrejos por pool. Las tres mezclas por sitio se consideraron réplicas biológicas (RB) 
en las diferentes determinaciones (Tabla 5.1) 
Table 5.1 Distribution of the fourteen P. clarkii male individuals captured in each site into 
four pools/site. The length and weight of each animal and the weights of their digestive 
gland and gills are also shown. 
 
5.3.2. Preparación de muestras para proteómica.  
Todo el proceso se realizó a 4 ºC, extremando el cuidado para evitar la 
contaminación de las muestras. La homogenización de las muestras se hizo manualmente 
con pistilo, triturando 100 mg de cada una en 200 µl de Tris-HCl 20 mM, pH 7,6 con 
sacarosa 0,5 M y KCl 0,15 M y suplementado con DTT (50 µg/mL), PMSF 1mM, 
leupeptina 0,006 mM, y un cóctel de inhibidores de proteasas (Sigma Protease Inhibitor 
P2714), que contenía AEBSF, EDTA, bestatina, E-64, leupeptina y aprotinina, siguiendo 
las instrucciones del fabricante. La rotura se realizó en tres periodos de 30s separados por 
periodos de 30s en hielo. Los homogenados se centrifugaron (14.000 g, 10 min) a 
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continuación tres veces sucesivas para eliminar los restos subcelulares y lípidos presentes 
en ellos. El sobrenadante se incubó con benzonasa (500 U/mL) durante 30 min para 
eliminar los ácidos nucleicos y se centrifugó (1 h a 100.000 g, ultracentrífuga Optima
TM
 
TLX Ultracentrifuge, Beckman, rotor TLA-120.2) para obtener la fracción citosólica. 
Tras la extracción, los extractos se limpiaron con 2D Clean-up Kit (Amersham), 
siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente, a 100 µL de extracto se añadieron 
300 µl de solución precipitante, para hacer las proteínas insolubles y tras incubar en hielo 
durante 15 min, se añadieron otros 300 µL de solución co-precipitante, que favorecen la 
precipitación de las proteínas. Se centrifugaron las mezclas (12.000 g, 5 min) y se eliminó 
el sobrenadante. El precipitado se lavó con 40 µl de co-precipitante y se resuspendió en 
25 µL de agua destilada. Se añadió 1 mL de tampón de lavado (-20 ºC) y 5 µl de aditivo 
de lavado y se incubó la mezcla a -20ºc, durante al menos 30 min, agitando brevemente 
en el vortex cada 10 min. De nuevo se centrifugó (12.000 g, 5 min) y se dejó secar el 
precipitado. Una vez seco, el precipitado se resuspendió en tampón de lisis (urea 8 M, 
Tris 30 mM, CHAPS 4%) adecuado para isoelectroenfoque y se ajustó el pH a 8,5 con 
sosa. Posteriormente se determinó la concentración de proteína mediante 2D-Quant Kit 
(GE Healthcare). Se preparó un estándar interno mezclando cantidades iguales de todas 
las muestras de proteínas.  
5.3.3. Marcaje fluorescente de proteínas. 
El kit de marcaje CyDye DIGE fluor lysine minimal labeling kit (GE Healthcare 
Bio-Sciences) se dejó 5 min a temperatura ambiente y se añadió 5 μL de 
dimetilformamida (DMF) a cada tubo de fluoróforo Cy2, Cy3, Cy5 (concentración final 1 
nmol/μL) y se preparó una solución de trabajo 400 pmol/ μL. Para el marcaje fluorescente, 
se mezclaron 50 µg de cada una de las cuatro replicas por zona se marcaron con 1 μL 
(400 pmol) de los fluróforos Cy3 o Cy5, dos a dos. Para el estándar interno se reservó el 
fluoróforo Cy2. Tras 30 min. a 4 ºC, la reacción de marcaje se paró añadiendo 1 µL de 
lisina 10 mM. Una vez marcadas, las muestras se mezclaron en un mismo tubo con el 
estándar interno (IS) según el esquema mostrado en la Tabla 5.2.  
 
 
Capítulo 5 Análisis proteómico de la respuesta deP. clarkii a contaminación ambiental 
191 
 
Table 5.2. Experimental design using CyDye DIGE fluor minimal dyes. Four independent 
pools per sampling site were prepared by mixing equal amounts of homogenized tissue of 3-
4 crayfish per pool and each two marked with Cy3 or Cy5 and combined in each gel as 
indicated. The internal standar was marked with Cy2 in all cases.  
 
 
5.3.4. Separación de proteínas mediante 2DE-DIGE 
Isoelectroenfoque: Para llevar a cabo la primera separación de proteínas por 
IEF, se usaron tiras de gradiente de pH inmovilizado (IPG) (pH lineal de 4 a 7 de 24 cm) 
(GE Healthcare) que se rehidrataron durante la noche a 20ºC con 390 µL de solución de 
rehidratación DeStreack (GE Healthcare) que contiene 2% w/v de tampón IPG pH 4-7. 
Las muestras luego se mezclaron con un volumen igual de tampón urea 8 M con CHAPS 
2%, IPG-Buffer pH 3-10 al 2% y DTT 130 mM y se incubaron 30 min a temperatura 
ambiente para conseguir la desnaturalización completa de las proteínas. Seguidamente, 
las proteínas desnaturalizadas se cargaron en las tiras de IPG a aproximadamente 1 cm 
del cátodo mediante la técnica de cup-loading, esto es, aplicando la muestra sobre el 
extremo básico de la tira previamente hidratada, que mejora la resolución y el enfoque de 
proteínas con puntos isoeléctricos extremos. Tras 6 h de rehidratación activa (50 V), el 
IEF se llevó a cabo a 20°C en una Protean isoelectrofocusing cell (BioRad). El voltaje se 
elevó gradualmente, alcanzándose valores de 500, 1.000, 2.000, 4.000, 6.000 y 8.000 V 
mediante rampas lineales de 90 min cada una (Tabla 5.3). Se mantuvo luego este voltaje 
hasta alcanzar 55.000 Vh en rampa rápida y una resistencia contante de 50 µA/tira La 
tabla 5.3 recoge las condiciones en que se realizó el IEF. Concluido el IEF, las tiras se 
congelaron a -80 ºC.  
 
 
CyDye
TM
Gel Number Cy2 Cy3 Cy5
1 IS LP1 MAT1
2 IS LP2 PAR1
3 IS MAT2 LP3
4 IS PAR2 LP4
5 IS MAT3 PAR3
6 IS PAR4 MAT4
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 Table 5.3 IEF conditions used to to separate protein species according to their isoelectric 
point 
Step Duration (h:min) Voltage (V) Ramp 
0 6:00 50 Quick 
1 1:30 500 Lineal 
2 1:30 1000 Lineal 
3 1:30 2000 Lineal 
4 1:30 4000 Lineal 
5 1:30 6000 Lineal 
6 1:30 8000 Lineal 
7 Up to 55 kVh 8000 Quick 
  
Segunda dimensión: Tras la primera etapa de separación, las tiras, una vez descongeladas, 
se sumergieron durante 30 min en solución de equilibrado (Tris-HCl 50 mM, pH 8,8; urea 
6 M; glicerol 30%; SDS 2%; trazas de azul de bromofenol) que contenía 65 mM de DTT. 
Luego, las tiras se sumergieron durante otros 20 minutos en solución de equilibrado con 
IAM 350 mM, para bloquear los grupos tioles de las Cys libres de las proteínas y mejorar 
la separación. Para la segunda dimensión, las tiras IPG se cargaron en la parte superior de 
un gel al 12,5% w/v SDS-PAGE, con cristales de baja fluorescencia (GE Helthcare) 
sellados con agarosa al 0,5%. Las proteínas se separaron en este caso en función a su 
masa molecular, realizando la electroforesis a 20°C en el equipo BioRad Protean Plus 
Dodeca Cell, primero a 2,5 W por gel durante 5 min y posteriormente 3 W por gel, 
durante aproximadamente 12-14 h. 
5.3.5. Digitalización y análisis de imágenes 
La digitalización y análisis de imágenes se realizó con el escáner Typhoon TRIO 
(GE Healthcare) usando el modo Ettan DIGE Imager para geles de 24 cm, un tamaño de 
pixel de 100 µm para obtener gran resolución, y un plano focal de +3 mm, ya que se 
trabajó con los geles dentro de los cristales. Usando un voltaje de 500 V en el 
fotomultiplicador, se tomaron tres imágenes para cada gel bajo diferentes condiciones de 
excitación y emisión de láser. La fluorescencia de Cy2 se detectó con láser de 488 nm y 
filtro de emisión de 520 nm y BP (paso de banda) de 40; las imágenes de fluorescencia de 
Cy3 se tomaron con láser de 532 nm y filtro de emisión de 580 nm y BP 30, y las 
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imágenes de fluorescencia de Cy5 con láser de 633 nm y filtro de emisión de 670 nm y 
BP30 
17, 18
.  
El análisis de las imágenes se hizo con el software DeCyder v6.5. Las imágenes 
se cargaron y se agruparon según la muestra y el gel a la que perteneciera cada una. Se 
aplicó el módulo DIA (Differential In-gel Analysis) para co-detectar y cuantificar la 
intensidad de cada mancha de proteínas en cada imagen usando como referencia las del 
patrón interno para normalizarlas. En un segundo paso de análisis se utilizó la 
herramienta BVA (Biological Variation Analysis), que tiene en cuenta la variabilidad 
inter-geles, para relacionar las manchas entre los distintos geles comparados en el análisis 
y calcular las diferencias de expresión entre los distintos grupos de estudio. La 
herramienta BVA determina las intensidades normalizadas (abundancia estándar) de 
todos los spots proteicos comparándolos con el estándar interno, y proporciona un 
volumen medio y un valor de P relativo, calculado mediante una prueba t de Student. 
Solo se tuvieron en consideración cambios ≥ 2- ó ≤ 2 veces en la intensidad del spot y un 
nivel de significación P < 0.05. 
5.3.6. Identificación de proteínas mediante MALDI-TOF-TOF-MS 
Para la identificación de las proteínas correspondientes a los spots 
seleccionados se hicieron geles preparativos en los que se cargaron 300 µg de proteína del 
estándar interno. La separación de proteínas se llevó a cabo en las mismas condiciones de 
los geles DIGE. Terminada la electroforesis, los geles se tiñeron con Sypro Ruby® 
(BioRad) siguiendo las especificaciones del fabricante y se digitalizaron las imágenes con 
un FX Imager (BioRad). Los spots de interés se escindieron mediante el robot 
Investigator™ProPic (Genomic Solutions) para su análisis por espectrometría de masas. 
Los fragmentos escindidos se destiñeron usando una disolución 100 mM de bicarbonato 
amónico y 40 % (v/v) acetonitrilo durante 15 min a temperatura ambiente y, al menos, dos 
pasos posteriores de lavado con 25 mM de bicarbonato amónico con un 50% de 
acetonitrilo, durante 25 min cada uno hasta que toda la tinción fue eliminada. Las piezas 
de gel se deshidrataron con acetonitrilo 100% (v/v) durante 5 min, tras lo cual se retiró el 
compuesto antes de proceder a secarlas usando un Speed-Vac (ThermoElectron). La 
digestión proteolítica se llevó a cabo con 20 µL de tripsina (12,5 ng/µL de tripsina en 
bicarbonato de amonio 25 mM) a 25ºC durante 10 min, seguidos de otros 10 min de 
Ricardo Fernandez Cisnal. Tesis Doctoral 
194 
tratamiento en un horno de microondas (200 W). La digestión se detuvo mediante la 
adición de 10 µL de ácido trifluoroacético (TFA) al 0,5% (v/v). Los péptidos resultantes 
se purificaron en una estación de PrepII Pro (Genomic Solutions) con una microcolumna 
C18 (ZipTip, Millipore), eluyendo con solución de matriz (5 mg/mL de alfa-ciano-4-
hidroxicinnámico en 70% de acetonitrilo y 0,1% de TFA).  
El análisis de espectrometría de masas se hizo en un MALDI-TOF/TOF (4800 
Proteomics Analyzer, Applied Biosystems) en un rango m/z de 800 a 4.000 y a 20 kV de 
voltaje creciente.  Los espectros se calibraron internamente usando las relaciones m/z de 
los péptidos derivados de auto-digestión de tripsina porcina (MH 842.509, MH 2211.104).  
La m/z se midió con una precisión de 720 ppm. Los iones peptídicos de mayor intensidad 
se analizaron por fragmentación MS/MS que da información de la secuencia peptídica. 
Los espectros obtenidos en el análisis MALDI-TOF-TOF-MS, con umbral de ruido de 
señal ≥10, se ajustaron a una línea de base, y tras la deconvolución de los perfiles 
isotópicos, se detectaron los valores de los iones monoisotópicos de cada péptido. 
Las masas moleculares de los perfiles de péptidos trípticos se usaron para 
buscar en la base de datos UniPortKB (http://www.uniprot.org/uniprot/) con el software 
GPS Explorer v2.0 (Applied Biosystems) y la búsqueda de base de datos automatizada, 
utilizando el motor de búsqueda MASCOT (Matrix Science) sobre bases de datos 
NCBInr (National Center for Biotechnology Information non redundant protein 
sequences). Todos los fragmentos de péptidos obtenidos para cada digestión se 
sometieron a una búsqueda realizada mediante la combinación de péptidos de masas de 
huellas dactilares (PMF) y los resultados de las fragmentaciones de MS/MS. Se permitió 
un error de corte por tripsina, una tolerancia de ±0.2 Da del fragmento, una tolerancia de 
±100 ppm en la masa del péptido precursor. Se incluyeron como modificaciones a tener 
en cuenta la S-carbamidometilación de cisteínas, la oxidación de las metioninas, la 
formación de ácido piroglutámico, y la acetilación de N-terminal. Se consideraron 
identificaciones positivas aquéllas con P<0.05, utilizando el algoritmo MOWSE 
(Molecular Weight SEarch) score.   
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5.4. Resultados y discusión 
5.4.1. Consideraciones generales sobre la metodología utilizada 
El análisis mediante la metodología 2D-DIGE llevado a cabo en glándula 
digestiva y branquias de cangrejos P. clarkii capturados en PAR y MAT ha permitido 
identificar proteínas con expresión diferencial en estos animales en comparación con los 
capturados en la zona de referencia LP. La utilización de tres fluoróforos hace posible la 
comparación en un mismo gel analítico de dos muestras y un estándar (Fig. 5.1), lo que 
aumenta enormemente la precisión y exactitud de las cuantificaciones.  
 
 
Figure 5.1. 2D-DIGE images showing the proteomes of crayfish from the LP reference site 
and PAR. Equal amounts of Cy2 (IS, internal standard with equally mixed samples), Cy3 (LP), 
and Cy5 (PAR) labeled samples were mixed and separated on analytical 2D-DIGE. Gels were 
scanned and (A) a set of Cy5, Cy3, and Cy2 images were obtained from each gel. An overlay of 
the three dye scan-images per gel was also obtained for each pair comparison (B and C, for 
digestive gland and gills, respectively). Spot intensities and relative expression ratios were 
computed using the DeCyder 6.5 software (Amersham Biosciences). As an example, the circles in 
(D) mark four spots whose intensity increase (green) or decrease (red) in relation to the IS in PAR 
crayfish; for these spots are indicated the symbol of the identified protein, the fold-change 
variation (all significant at a p ≤0.05), and the number assigned; Mw and pI are given in brackets. 
The remarked spots are highlighted in B and C. 
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Finalizada la electroforesis, se procedió a la cuantificación de las proteínas 
usando algoritmos de co-detección (DeCyder Differential Analysis Software). De cada gel 
se obtuvieron tres imágenes: la derivada de la señal Cy2 para el estándar interno y las 
derivadas de las señales Cy3 y Cy5 para las muestras analizadas. La abundancia proteica 
de cada spot proteico en cada muestra se expresó como la relación normalizada relativa a 
la de los spots del estándar interno. El estándar interno presente en cada gel permite llevar 
a cabo el proceso de superposición de los spots entre los distintos geles. Las relaciones o 
ratios relativos de los spots individuales frente a la de sus estándares internos se usaron 
para comparar de manera precisa la abundancia proteica entre las muestras presentes en 
los diferentes geles. Los datos se filtraron en función de la ratio del volumen medio de 
cada spot detectado en muestras correspondientes a animales capturados en las zonas 
PAR o MAT, frente al correspondiente obtenido en animales de la zona control (LP). 
Solo se tuvieron en consideración aquéllos con cambios ≥ 2- ó ≤ 2 veces y un nivel de 
significación P < 0.05, determinado mediante una prueba t de Student con la corrección 
de Bonferroni. 
5.4.2. Expresión diferencial de proteínas en cangrejos P. clarkii capturados 
en cada una de las zonas de estudio. 
 De los aproximadamente 2700 y 1800 spots proteicos que, respectivamente, se 
detectaron en los geles de glándula digestiva y branquias, 55 y 82 spots cumplieron los 
requisitos arriba mencionados y se seleccionaron como spots de interés. Un total de 
setenta y seis spots de proteínas se escindieron de los geles para ser sometidos a digestión 
enzimática en gel y análisis por espectrometría de masas para su identificación. En la 
figura 5.2 se muestra un gel de electroforesis bidimensional representativo del proteoma 
de glándula digestiva en el que se señalan los spots proteicos analizados. De los 76 spots 
analizados, 29 spots en glándula digestiva y 14 en branquias (el 57%) derivaron en 
identificaciones satisfactorias, de las que 31 se correspondieron con proteínas únicas.  
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Fig. 5.2. Representative image indicating the excised spots from a digestive gland gel. The 
relative Mw is given on the left and the pH is given at the top of the figure. Numbers are 
the codes asigned to each spot. 
 
En las tablas 5.4 y 5.5 aparecen estas proteínas identificadas en glándula 
digestiva y branquias, respectivamente, junto con los pesos moleculares y puntos 
isoeléctricos teóricos asignados a cada una de ellas, el porcentaje de cobertura, número de 
péptidos que se detectó por proteína identificada y el valor de score asignado a cada 
identificación tras emplear el algoritmo MOWSE que incorpora el motor de búsqueda 
MASCOT de matrixscience.com, así como con los valores promedio del número de veces 
de cambio respecto a la muestra de referencia LP. 
Los resultados obtenidos en cuanto a número de proteínas desreguladas 
indicaron que la glándula digestiva resultó más afectada por la polución que las branquias. 
Estos resultados están de acuerdo con el hecho de que la glándula digestiva es un órgano 
central en el metabolismo de P. clarkii, en el que se llevan a cabo funciones asignadas al 
intestino, al hígado y al páncreas en mamíferos, y que participa en la destoxificación de 
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metales. En ambos órganos, el número de proteínas cuya abundancia disminuye por 
contaminación fue mayor que el de proteínas cuyas cantidades se incrementan. Las 
proteínas desreguladas en ambos órganos fueron diferentes, excepto en el caso de PDI y 
hemocianina, que se identificaron tanto en glándula digestiva como en branquias. El 
sentido del cambio (incremento o descenso) fue el mismo para las proteínas identificadas 
en muestras de PAR y MAT, aunque la intensidad del cambio fue en general mayor en 
glándula digestiva de animales PAR y branquias de animales MAT.  
Se encontraron varias proteínas en diferentes isoformas o con distintas 
modificaciones post-transduccionales que determinaban cambios en Pm y/o pI, y por ello 
se identificaron en distintos spots. Tal es el caso de HSP70 (spots 278, 274, 299), FER 
(1470, 14945, 1502), ETFA (1075, 1138) y HEMO (227, 225, 1583) en la glándula 
digestiva, y HC (391, 1101, 544, 669, 522) en branquias. Todos los spots que 
identificaban una misma especie proteica mostraron el mismo sentido de cambio 
(incremento o disminución) y similar intensidad (Tablas 5.4 y 5.5) 
.
  
Table 5.4. Differentially expressed proteins in P. clarkii digestive gland, identified by Mascot search based on MALDI-TOF–MS/MS data. Crayfish 
were captured at reference LP site, and PAR or MAT polluted sites. Only spots whose intensity changed at least 2-fold in at least one sampling site are included. 
Spot positions are shown in Fig. 2.1. Spot normalized intensity values (mean of three biological replicates and standard deviation) are shown. These values 
were subjected to ANOVA statistical test (FDR<0.05). 
 
  
Fold-change t-test Fold-change t-test
278 HSP70 Heat shock protein 70 form 1 gi|156454270 71.9895 65.5 5.67 6.0 11 17 151 6.99 0.00018 2.03 0.23000
274 HSP70 Heat shock protein 70 gi|268321240 71.7023 65.4 5.2 5.9 15 25 235 5.05 0.00220 2.66 0.01300
1118 PLEXB Plexin-B Q9V4A7 235.1 30.3 6.21 5.3 22 13 79 4.68 0.00035 2.64 0.00076
227 HEMO Hemocyanin I7FMY1 77.9 74.7 5.5 5.9 7 7 200 4.52 0.00150 3.2 0.34000
225 HEMO Hemocyanin Q8MUH8 75.3883 69.2 5.5 5.8 19 18 272 4.38 7.2e-005 3.13 0.00013
659 AHCY Adenosylhomocysteinase gi|291287351 52.4186 45.0 5.42 6.1 12 27 139 2.63 0.00072 1.15 0.64000
922 ALDO Fructose-bisphosphate aldolase gi|242025190 40.383 18.0 6.5 5.9 6 10 133 2.39 0.00520 1.48 0.57000
662 ELBR Extracellular ligand-binding receptor gi|160898748 45.1376 45.1 8.8 6.1 18 59 91 2.3 0.00300 1.26 0.54000
525 Hypothetical protein VIA_001868 gi|261251847 8.9336 55.2 9.2 6.7 8 92 83 2.11 0.00780 1.41 0.35000
299 HSP70 Heat shock protein 70 H2B5Z8 71.3009 63.7 5.23 5.7 21 29 351 2.01 0.00100 1.77 0.00170
800 IDH Isocitrate dehydrogenase gi|209879746 47.166 43.8 8.0 6.9 8 13 92 1.83 0.00600 2.68 0.01300
1527 HRPA ATP-dependent helicase HrpA gi|238753569 148.2 19.4 8.3 4.8 21 23 87 -1.32 0.22000 -2.05 0.00470
998 RUMTOR Hypothetical protein RUMTOR_02390 gi|153816142 71.6 36.1 8.09 6.6 20 37 86 -1.52 0.04700 -2.3 0.00240
1470 FER Ferritin F5A6F3 19.4 20.4 5.15 5.2 6 24 110 -1.54 0.00290 -2.24 0.00210
1494 FER Ferritin gi|26006755 20.7153 20.3 5.13 5.1 2 8 105 -1.58 0.00120 -2.45 0.17000
1502 FER Ferritin F5A6F3 19.437 20.0 6.3 5.1 14 49 426 -1.82 0.00980 -2.5 0.00093
1678 Putative uncharacterized protein E9H7A1 7.4 15.2 4.3 6.0 12 84 82 -1.86 0.00390 -1.58 0.01200
1206 MYO5 Myosin V O97417 208.6 28.9 8.6 6.5 24 15 75 -2.04 0.00140 -1.69 0.02800
879 ARK Arginine kinase H6VGI2 40.4 38.1 6.2 6.4 30 53 696 -2.22 0.00058 -1.08 0.63000
1075 ETFA Electron transfer flavoprotein subunit alpha F4WZH9 34.2 33.6 7.74 6.0 5 10 190 -2.39 0.00130 -1.22 0.34000
1168 FER Ferritin gi|26006755 20.7153 29.2 5.13 5.6 2 8 90 -2.54 0.03500 -1.39 0.00140
448 AGAP AGAP012407-PA (Fragment) Q5TMX9 53.384 55.9 5.02 4.9 8 17 72 -2.99 0.01900 1.44 0.6300
1583 HEMO Hemocyanin I7FMY1 77.9 18.1 5.5 5.9 4 7 85 -3.06 0.00073 -1.28 0.00150
1138 ETFA Electron transfer flavoprotein subunit alpha F4WZH9 34.2 33.1 7.74 5.7 6 10 246 -3.34 0.00130 -1.7 0.12000
1477 DUF187 Protein of unknown function DUF187 gi|255037483 59.3 22.6 6.3 5.3 15 38 87 -3.81 0.00084 -1.59 0.17000
1234 SAV_1465 Putative two-component system sensor kinase gi|169631573 53.4375 28.9 8.8 6.6 7 12 83 -4.23 0.00017 -1.13 0.57000
993  PDI Protein disulfide isomerase E0VRY3 33.4 33.4 4.9 4.9 6 18 120 -5.55 0.00054 -3.13 0.02100
1096 3HAO 3-Hydroxyanthranilate 3.4-dioxygenase C1BPY7 34.5 39.3 5.63 6.2 5 12 75 -5.67 0.00028 -3.54 0.00062
1046 GLDC Glycine dehydrogenase B4LWC6 110.6 39.4 6.6 6.2 7 5 124 -7.42 0.00019 -2.22 0.05200
MAT versus  LP
pI
Total no. of 
peptides
Sequence 
coverage 
(%)
Protein 
score
Abundance ratio
nominal calculated nominal calculated
PAR versus  LP
Spot no. Symbol Protein name
Identification for closet  
protein sequence
Molecular mass
  
Table 5.5 Differentially expressed proteins in P. clarkii gills, identified by Mascot search based on MALDI-TOF–MS/MS data. Crayfish were captured 
at reference LP site, and PAR or MAT polluted sites. Only spots whose intensity changed at least 2-fold in at least one sampling site are included. Spot 
positions are shown in Fig. 5. Spot normalized intensity values (mean of three biological replicates and standard deviation) are shown. These values were 
subjected to ANOVA statistical test (FDR<0.05). 
 
Fold-change t-test Fold-change t-test
1768 COX2 Putative cytochrome c oxidase subunit II gi|109892850 1707,0 25.7 9.63 5.2 4 100 83 2.75 0.00029 2.27 0.50000
391 HEMO Hemocyanin-like protein A9Q7C4 27447,0 115,0 5.73 6,0 5 16 86 2.51 0.04000 2.11 0.83000
1101 HEMO L Hemocyanin subunit L B0L611 77298,0 64,0 5.29 5.6 3 6 105 2.23 0.03700 1.44 0.81000
1381 COX2 Putative cytochrome c oxidase subunit II gi|109892850 1707,0 50.3 9.63 6.9 4 100 86 2.05 0.00029 1.24 0.88000
1150 TNP Transposase IS4 family protein gi|239826029 52810,0 60.1 9.51 5.9 14 38 72 2.03 0.00360 1.14 0.95000
544 HEMO B Hemocyanin B chain P83180 65533,0 104.8 5.81 5.4 12 20 137 1.71 0.00033 2.16 0.00029
1408 FUM fumarate hydratase class I gi|229493871 61608,0 44.3 5.3 5.5 19 41 101 -1.66 0.25000 -3.11 0.04200
669 HEMO B Hemocyanin B chain P83180 65533,0 102.9 5.81 6,0 14 27 94 -1.78 0.17000 -3.35 0.04600
1521 RUTF NADH flavin oxidoreductase gi|229207227 (D7AYI5) 38751,0 32.2 5.72 5.4 13 53 88 -1.95 0.00270 -2.55 0.05600
875 TUBA Alpha-I tubulin I6LWU6 50735,0 97.7 4.96 5.5 10 26 128 -2.15 0.00480 -1.99 0.11000
522 HEMO YY Hemocyanin subunit Y B0L612 75149,0 110,0 5.38 5.5 10 10 289 -2.26 0.07200 -4.28 0.03800
842 PDI Protein disulfide isomerase C0JBY4 55277,0 96.9 4.64 4.7 7 13 78 -2.35 0.07800 -3.04 0.02000
1767 Uncharacterized protein E3X9J9 58855,0 25.1 9.81 5,0 12 34 83* -2.36 0.00037 -2.89 0.05400
1744 GST  Glutathione S transferase F5A6F0 25432,0 26.5 4.97 5.2 17 49 425 -2.37 0.00051 -2.36 0.03900
791 TUBB Tubulin beta chain B0W7E7 50653,0 92.5 4.69 5.3 18 30 454 -2.38 0.00066 -2.26 0.11000
MAT versus  LP
pI
Total no. of 
peptides
Sequence 
coverage 
(%)
Protein 
score
Abundance ratio
nominal calculated nominal calculated
PAR versus  LP
Molecular mass
Spot no. Symbol Protein name
Identification for closet  
protein sequence
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5.4.3. Validación de los resultados 2D-DIGE por Western blot. 
El uso de técnicas proteómicas ha permitido la identificación de un vasto 
número de proteínas desreguladas. Estas proteínas son indicativas de rutas metabólicas o 
procesos biológicos afectados por la exposición de los cangrejos P. clarkii a 
contaminantes presentes en su ecosistema y pueden considerarse potenciales 
biomarcadores de contaminación ambiental. Estas metodologías holísticas, no sesgadas y 
no dirigidas, requieren un paso posterior en el que usan aproximaciones dirigidas para la 
de verificación de, al menos, algunos resultados obtenidos. En este trabajo se verificaron 
los resultados proteómicos por Western blot, usando anticuerpos comerciales disponibles 
contra cuatro de las proteínas identificadas. El análisis Western blot hizo en las mismas 
preparaciones usadas en los experimentos proteómicos y sus resultados confirmaron que 
las proteínas HSP70 y HEMO son más abundantes en glándula digestiva de animales 
PAR y MAT, así como que las proteínas ETFA y TUBA disminuyen en glándula 
digestiva y branquias de estos cangrejos, siempre en referencia a los animales control de 
LP. Estos resultados validaron los datos proteómicos tanto a nivel cualitativo como 
cuantitativo (correlación positiva > 98%) (Fig. 5.3). 
 
Figure. 5.3. Western blotting to confirm the differential abundance of HSP70, EFTA, 
TUBA AND HC in polluted and the reference P. clarkii crayfish. (A) Numbers indicate 
the Western blotting signal intensities normalized to the total protein contents, using stain-
free technology for total protein quantification19. Protein extracts were the same used in the 
2D-DIGE analysis. In the right part, the luminescence image indicating the amount of 
hemocyanine linked to the Anti-HEMO antibody is overlapped to the protein image. (B) 
Direct correlations (R2 = 0.988, P < 0.0001) were observed between proteomics and 
immunoblotting data relatives to fold-change in protein abundance. 
 
Ricardo Fernández Cisnal. Tesis Doctoral 
202 
5.4.4. Significado biológico de proteínas expresadas diferencialmente 
El análisis cualitativo y cuantitativo de los efectos biológicos causados por los 
contaminantes se ha convertido en una herramienta crucial para la evaluación de la 
calidad del medio ambiente. Los primeros efectos en un organismo de la exposición a 
cualquier agente físico o químico suelen ocurrir a nivel molecular y éste es el enfoque que 
se ha utilizado en este trabajo para analizar los cambios en los perfiles proteómicos en el 
cangrejo de río P. clarkii originados por la presencia de contaminantes en sus hábitats. 
Tal como se comentó anteriormente (Introducción general y Zonas de muestreo) los 
animales que viven en las zonas contaminadas PAR y MAT acumulan grandes cantidades 
de metales pesados y otros elementos en sus tejidos, especialmente en la glándula 
digestiva, órgano que en el cangrejo de río integra el metabolismo intermediario y la 
respuesta inmune. De hecho, hemos observado aumentos superiores hasta en un orden de 
magnitud para elementos esenciales (Mn, Fe, Cu) y tóxicos (Cd) en estos animales 
“contaminados” respecto a los usados como referencia. 
La toxicidad de estos metales deriva de sus propiedades químicas, que 
determinan su capacidad de inactivar diversas enzimas por interacción con sus grupos     
–SH y de sustituir a otros cofactores metálicos en su interacción con numerosas 
metaloproteínas, así como de generar especies reactivas de oxígeno (ROS). La capacidad 
prooxidante de ciertos metales se manifiesta en daños al DNA, peroxidación de lípidos, 
modificaciones en proteínas y otros efectos, muchos de ellos sintomáticos de numerosas 
enfermedades. En este trabajo se demuestra la existencia de una correlación directa entre 
la acumulación de elementos en los tejidos y los niveles de peroxidación lipídica (Fig. 
2.4), como cabría esperar. La peroxidación lipídica conlleva la reordenación de dobles 
enlaces en los lípidos insaturados y la eventual destrucción de los lípidos de membrana.  
Estrés del retículo endoplásmico 
Las membranas del retículo endoplásmico (RE) y las mitocondrias, así como las 
funciones de ambos orgánulos, resultan afectados por estrés oxidativo, y se producen 
inducción de proteínas de choque térmico, procesos inflamatorios, disfunción 
mitocondrial, y cambios metabólicos tendentes a suplir las deficiencias de la respiración 
mitocondrial. Todas esta respuestas biológicas fueron detectables en la glándula digestiva 
y/o las branquias de cangrejos P. clarkii capturados en las zonas contaminadas PAR y 
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MAT, según los resultados obtenidos en este trabajo identificando las proteínas cuya 
abundancia se veía alterada. 
En el RE se lleva a cabo el plegamiento y modificación de proteínas, tanto las 
de membranas como las de secreción. La alteración de la homeostasis de este proceso 
post-traduccional por cualquier situación de estrés que afecte al RE contribuye de manera 
importante al desarrollo de un estado de enfermedad y a generar otros estreses celulares 
20
. 
La formación de puentes disulfuro en el lumen del RE es altamente sensible a 
alteraciones en el balance redox, y tanto los agentes oxidantes como los reductores, 
acaban afectando al plegamiento de las proteínas y adicionalmente provocan estrés en RE 
21
. La causa de esta sensibilidad radica en que el plegamiento de proteínas en el RE es un 
proceso oxidativo en tanto que los grupos tiol (-SH) de las Cys del polipéptido sustrato se 
oxidan y forman enlaces disulfuro, con liberación de peróxido de hidrógeno (H2O2) como 
subproducto 
20
. La proteína difulfuro isomerasa (PDI), ya comentada en el Cap. 4, parece 
ser un regulador negativo de NF-KB, el principal inductor de genes de supervivencia 
celular; su presencia se ha vinculado a capacidad invasiva en cáncer 
(22
 
y ref. que cita)
 y ha 
descrito que PDI sufre proteolisis mediada por caspasas, como parte del proceso 
apoptótico 
22
. PDI, abundante en el RE, es una proteína con actividad oxidorreductasa que 
cataliza la formación y reordenación (isomerización) de puentes disulfuro, participando 
activamente en el plegamiento de proteínas (Fig. 5.4) 
23
. En un RE estresado, la 
desregulación de la formación y ruptura de los puentes disulfuro conduce en una mayor 
acumulación de ROS y un estrés oxidativo más exacerbado 
20
. Por ello, no es de extrañar 
que dadas las condiciones oxidantes encontradas en este trabajo para los cangrejos P. 
clarkii capturados en PAR y MAT, hayamos cuantificado en ellos niveles bajos de esta 
proteína respecto a los animales LP de referencia, tanto en glándula digestiva como en 
branquias (>4 y > 2 veces, respectivamente; Tablas 5.4 y 5.5). La disminución observada 
en los niveles de PDI en cangrejos P. clarkii que soportan una tasa elevada de 
contaminación puede interpretarse como un modo de impedir las consecuencias pro-
oxidativas colaterales de la actuación de esta enzima, así como de promover la apoptosis 
que evitaría la aparición de un proceso canceroso. 
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Figure 5.4 Diagram representing the disulphide bonds formation in the eukaryotic ER 
and redox reactions involving PDI. Oxidative folding of PDI leads to disulphide bond 
formation in native protein substrates. Reduced PDI facilitates isomerization of non-
native bonds in protein substrates. 
 
Como la PDI, la heat shock protein 70 (HSP70) es una chaperona de RE. Pero a 
diferencia de lo que ocurre con PDI, los niveles de HSP70 se incrementaron (de 2 a 6 
veces según las isoformas/fragmentos detectados) en glándula digestiva de los cangrejos 
P. clarkii procedentes de PAR y MAT (Tabla 5.4). Aunque su función es actuar 
principalmente como caperona molecular, HSP70 es una proteína inducida por una 
variedad de estreses, incluyendo choque térmico, estrés oxidativo, infecciones, privación 
de nutrientes y exposición a diversos compuestos químicos 
24
, para proteger a la célula de 
daños diversos, al actuar también como inmunomodulador 
25
. En crustáceos, la expresión 
del gen Hsp70 
(26
 
y ref. que cita) 
y la cantidad de proteína HSP70 
3
 se han propuesto como 
biomarcadores de situaciones de estrés, incluyendo la exposición a pesticidas).  
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Inflamación y respuesta inmune 
La oxidación de biomoléculas tiene como resultado la producción de señales 
para la puesta en marcha de la respuesta inflamatoria 
27
. Las plexinas constituyen una 
familia de proteínas transmembrana que actúan como receptores de señales inflamatorias, 
en concreto, de las proteínas semaforinas, relacionadas con la producción de citoquinas 
proinflamatorias 
28
. El aumento de la cantidad de Plexina B (PlexB) en las muestras de 
glándula digestiva de cangrejos de PAR/MAT (Tabla 5.4) puede reflejar la inducción de 
una respuesta inflamatoria ligada al estrés oxidativo. El propósito de la activación de la 
reacción inflamatoria es la defensa del organismo frente a cualquier tipo de daño (Fig.5.5). 
Pero la respuesta inflamatoria causa daños también en los propios tejidos y no puede ser 
sostenida indefinidamente, ya que acaba causando diversas patologías autoinmunes. En 
una situación de agresión oxidativa crónica como las que están soportando los animales 
de PAR y MAT han de ponerse en marcha mecanismos que ayuden a la célula a recuperar 
la homeostasis.  
 
 
 
 
 
 
 
Figure 5.5. Implications of the inflammatory response in different pathologies 
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El metabolismo del Trp se está perfilando como un elemento importante en la 
prevención de una respuesta inmune descontrolada y excesiva 
29
. La acumulación de 
ácido 3-hidroxiantranilico, uno de los catabolitos del Trp, parece inducir la apoptosis de 
los linfocitos T, posiblemente mediante la activación de la ruta mediada por el receptor 
Ah de hidrocarburos aromáticos 
29,30
 
(y referencias que citan)
. La 3-hidroxiantranilato 3,4-
dioxigenasa (3-HAO) actúa sobre el ácido 3-hidroxiantranílico para dar ácido quinolínico 
y picolínico, un activador de las funciones efectoras de los macrófagos e inductor de 
proteínas proinflamatorias 
31
. En glándula digestiva de cangrejos P. clarkii capturados en 
PAR y MAT se observó un importante descenso (> 5 veces y > 3.5 veces en animales 
PAR y MAT respectivamente) en los niveles de 3-HAO, respecto a de los animales de la 
zona “limpia” LP. La disminución de 3-HAO determinaría la inactivación, al menos 
parcial, de la ruta de síntesis de ácido picolínico y la acumulación de ácido 3-
hidroxiantranílico, lo que ayudaría a controlar el proceso inflamatorio 
32
, causado en estos 
animales por la contaminación, y a la recuperación de la homeostasis 
29
. 
Un efecto similar sobre la contención de la respuesta inflamatoria podría tener 
la fuerte disminución en los niveles de glicina descarboxilasa (GLDC) observada en la 
glándula digestiva (> 7 veces y > 2 veces en animales PAR y MAT, respectivamente). 
Esta enzima cataliza la primera etapa de la ruta catabólica de la Gly, en la que se libera 
CO2. Varios estudios han sugerido que la Gly tiene un efecto antioxidante y reprime la 
expresión de las citoquinas proinflamatorias TNF-α e IL-6 (33 y referencias que cita). La 
disminución de los niveles de GLDC en la glándula digestiva, sin duda, conduce a un 
aumento en los niveles intracelulares de Gly y a la disminución de citoquinas 
inflamatorias. Asi, la inhibición de la descarboxilación de la Gly tiene consecuencias anti-
inflamatorias, mientras priva al metabolismo de una fuente de unidades de 1C necesaria 
para, entre otras, la síntesis de nucleótidos 
34
. La inhibición de la síntesis de purinas y 
pirimidinas induce la parada del ciclo celular e inhibe la proliferación y la supervivencia 
de linfocitos T activados 
35
. 
La ferritina (FER) es una proteína de unión a Fe, ubicua y altamente conservada, 
que juega un papel clave en la protección contra agentes oxidantes, incluyendo metales 
pesados y que ya encontramos en el Cap. 4. Numerosos trabajos evidencian que el papel 
de la FER en la limitación del alcance, grado, y localización del estrés pro-oxidante que 
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caracteriza las enfermedades inflamatorias, el cáncer, y las condiciones de oxigenación 
alterada (Fig. 5.5) Mecanismos transcripcionales y post-transcripcionales están 
implicados en la inducción de ferritina por oxidantes y citoquinas 
36
 y colaboran en el 
contenido total de FER en la célula.  
En crustáceos, se han realizado relativamente pocos estudios sobre la expresión 
génica de la FER o la abundancia de la proteína y los resultados obtenidos han sido hasta 
cierto punto inconsistentes. Por ejemplo, Ghedira et al 
4
 encontraron mayores niveles de 
ferritina en glándula digestiva de cangrejos Carcinus maenas capturados en zonas del 
litoral de Túnez y que acumulaban Zn, Cu y Cd. En contraste, estudios previos de nuestro 
grupo demostraron una disminución en el número de moléculas de mRNA de FER en 
cangrejos P. clarkii capturados en PAR y MAT 
37
. Estos resultados coinciden con los 
encontrados en este trabajo, en los que se observó una disminución de los niveles de FER 
en glándula digestiva de los cangrejos P. clarkii capturados en zonas contaminadas (> 1.5 
veces y > 2 veces en animales PAR y MAT respectivamente).  La disminución en el 
contenido de ferritina en tejidos estresados oxidativamente puede ser algo inesperado, 
dado el papel antioxidante de esta proteína. Sin embargo, este papel antioxidante de la 
ferritina deriva de su capacidad de quelar Fe 
36
 . Esta reacción es posible por la actividad 
ferroxidasa de FER, una reacción que implica generación of H2O2 y radical hidroxilo 
(•OH), que acaban oxidando a la propia ferritina, favoreciendo su agregación 38. La 
ferritina oxidada ya no es funcional y es rápidamente degradada como parte de la defensa 
antioxidante 
39
, lo que explicaría la disminución observada en animales sometidos a estrés 
oxidativo. 
La hemocianina (HEMO) es la proteína plasmática, de color azul (contiene Cu), 
que se encarga del transporte del oxígeno en muchos moluscos y artrópodos. La 
estructura básica de la HEMO de artrópodos es hexamérica (cada subunidad de 75 kDa) y 
suele presentarse como agrupaciones de estos monómeros (Fig.5.6). En el cangrejo de 
agua dulce Pacifastacus leniusculus se han identificado dos tipos de subunidades en la 
hemocianina. Una de estas subunidades, denominada HC o HC1 es fuente del péptido 
antibacteriano astacidina 1. La otra subunidad, HC2, se escinde proteolíticamente en su 
extremo amino-terminal para dar lugar a una proteína con actividad profenoloxidasa, 
implicada en la respuesta inmune y en el desarrollo del cangrejo 
40, 41
. Por esto, se 
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considera que además de su función como transportadora de oxígeno, la hemocianina es 
una pieza clave de la inmunidad innata de crustáceos 
42
. Trabajos recientes 
43, 44
 indican 
que los transcritos de HEMO se expresan predominantemente en glándula digestiva y así 
lo confirma el alto número de transcritos de HEMO cuantificados en glándula digestiva 
de P. clarkii en trabajos previos de nuestro grupo 
45
. En estos trabajos también se 
encontró que el número de transcritos para HC2 es mucho mayor que para HC1. 
Asimismo, se encontró una alta correlación positiva entre los niveles de expresión de 
estos genes y los niveles de Cu acumulados en los órganos de estos animales. Los datos 
proteómicos obtenidos aquí (Tabla 5.4 y 5.5) muestran un aumento similar de 
hemocianina a nivel de proteína que el que se refiere 
45
 a nivel transcripcional (3-5 veces) 
para animales PAR y MAT respecto a los del grupo de referencia. Esta coincidencia 
permite postular que los perfiles transcripcionales pueden, al menos ocasionalmente, 
constituir un soporte indirecto para estimar los niveles de expresión proteica en relación a 
las funciones génicas y el fenotipo.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 5.6 Structural organization of arthropod hemocyanin.Adapted from46. 
 
Como se comentó antes, se han caracterizado multitud de isoformas de 
hemocianina que difieren en número de monómeros y presencia de polimorfismos 
44,45
. 
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Estas variantes, sumadas a los distintos estados de agregación causados por oxidación, 
podrían explicar la existencia de diferentes spots proteicos identificadas como 
hemocianina en el análisis DIGE de glándula digestiva (Tablas 5.4 y 5.5). También 
podría explicar la discordancia en la dirección de cambio entre el spot 1583 (disminución 
de intensidad >3 veces en cangrejos PAR y MAT) y el spot 227 (aumento de intensidad 
>4 veces en cangrejos PAR y MAT) (Tabla 5.4), ambos identificados como la misma 
proteína I7FMY1 (hemocianina). Las secuencias obtenidas en el análisis MS/MS de estos 
spots identificados indican que la primera (spot 1583) empieza a partir del extremo C-
terminal de la proteína mientras que la segunda (spot 227) llega hasta el extremo N-
terminal pero carece de un fragmento del extremo C-terminal (Fig. 5.7), sugiriendo que 
ambas secuencias corresponden a un procesamiento alternativo del mRNA o de un 
polipéptido precursor que da lugar a dos isoformas de hemocianina afectadas de modo 
diferente por la contaminación. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure. 5.7. (A) Quantitative diagram of spots 227 and 1538 identified by mass spectrometry as 
hemocyanin (I7FMY1), showing increased (spot 227) or reduced (1538) level of expression in 
PAR/MAT crayfish compared with the reference LP animals. Numbers represent the fold-
change in the intensity of the spots in comparison with LP (B) Alignment of the sequences 
obtained from spots 227 (yellow) and 1583 (green) with the I7FMY1 protein, the hemocyanin of 
Cherax quadricarinatus. Numbers indicate their localization on the I7FMY1 protein. 
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En las branquias de P. clarkii se identificaron hasta 5 isoformas de hemocianina 
(Tabla 5.4) habiendo también discordancia en el sentido de la dirección de cambio entre 
los spots 391, 1101 y 544, cuyas intensidades se elevan > 2 veces en cangrejos PAR y 
MAT y los spots 522 y 662 cuyas intensidades disminuyen hasta 4 veces en cangrejos 
procedentes de zonas contaminadas. Ninguna de las isoformas presentes en las branquias 
se identificó en glándula digestiva, lo que sugiere que P. clarkii ha expandido sus familias 
de genes/proteínas del sistema inmune para incrementar el repertorio de respuestas de 
este órgano, en continuo contacto con el medioambiente y sus contaminantes. 
Disfunción mitocondrial: Alteraciones en el metabolismo energético y 
adaptación a glucolisis aerobia en glándula digestiva 
La glucolisis es la primera etapa del metabolismo de los carbohidratos, un 
proceso anaeróbico de 10 reacciones que genera dos moléculas de ATP a partir de una de 
glucosa. El producto final de la glucolisis es el piruvato, que, en condiciones aeróbicas 
entra en el ciclo de los ácidos tricarboxílicos (TCA). El ciclo TCA es responsable de la 
producción de las coenzimas reducidas NADH y FADH2, usadas por la cadena de 
transporte electrónico para generar, en la mitocondria, el potencial de membrana 
necesario para la síntesis de ATP, proceso globalmente conocido como fosforilación 
oxidativa, que consume O2 como aceptor final de electrones. El ataque de las ROS a los 
lípidos de membrana también afecta a la mitocondria, alterando el buen funcionamiento 
de la cadena respiratoria mitocondrial, lo que resulta a su vez en la generación de más 
ROS y una deficiencia de ATP, con consecuencias nefastas para la célula, que ni siquiera 
pueden llevar a cabo el proceso apoptótico por falta de ATP 
47
. Las células en las que el 
estrés oxidativo causa disfunción mitocondrial adaptan su metabolismo activando la 
glucolisis aerobia para generar ATP. En esta versión glucolítica, el piruvato se transforma 
en lactato, proceso que no precisa O2 ni membrana mitocondriales íntegras para generar 
ATP, o entra en el ciclo TCA, que suministra precursores anabólicos a las células 
proliferantes y el poder reductor en forma de NADH que precisan las enzimas 
antioxidantes 
48
. Las células pueden así iniciar un proceso de proliferación activa que 
posibilita su supervivencia. Células tumorales, altamente proliferativas, y las sometidas a 
estrés oxidativo
49
, donde la mitocondrias dañadas, incapaces de sintetizar ATP por 
fosforilación oxidativa, debido a la incapacidad de los sustratos de moverse 
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completamente a través del ciclo TCA, deben cambiar a este tipo de glucolisis aerobia 
para mantener sus niveles de ATP 
Seis enzimas metabólicas ETFA, ARK, COX2, ALDO, IDH y FH 
diferencialmente expresadas de manera significativa en glándula digestiva de cangrejos 
PAR y/o MAT (Tablas 5.5 y 5.4) sugieren una adaptación celular de estos animales a la 
disfunción mitocondrial causada por su situación de estrés oxidativo.   
La subunidad alfa de la flavoproteína de transferencia de electrones (ETFA), 
es parte de un heterodímero que contiene FAD y una molécula de AMP y sirve como 
aceptor de electrones obligatorio para varias deshidrogenasas presentes en lado de la 
matriz de la membrana mitocondrial interna. Los electrones, procedentes principalmente 
del catabolismo de los lípidos, pasan a la ubiquinona a través de la ETF-ubiquinona 
oxidorreductasa (ETF-QO), una proteína de membrana que contiene FAD y cuatro 
centros 4Fe-4S, en una reacción que genera anión superóxido 
50, 51
 
52
 (Fig.5.8).  
 
 
 
 
 
 
 
Figure 5.8. Schematic diagram showing the electron flow into the ubiquinone (Q) 
pool. High rates of electron flux into the Q pool from lipid metabolism are 
proposed to increase O2•
– generation at complex I, due to decreased availability of 
oxidized Q and/or reverse electron flux from reduced Q (QH2) back into complex 
I. ETF, electron-transferring flavoprotein; ETF-QO, electron-transferring 
flavoprotein dehydrogenase (Adapted from51). 
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La alteración de la membrana mitocondrial por ROS ocasiona la disminución de 
los potenciales de membrana, lo que desfavorece la transferencia de electrones desde el 
pool de ubiquinona, que los ha recibido de la EFTA, hasta el complejo I de la cadena 
respiratoria. Al no reoxidarse el pool de ubiquinona, se liberan de grandes cantidades de 
superóxido en la mitocondria dañando aún más la función mitocondrial. 
52
. La 
disminución de la cantidad de proteína ETFA observada en las muestras procedentes de 
zonas contaminadas (Tabla 5.4) podría interpretarse como una respuesta de la célula que 
trata de evitar un daño oxidativo adicional debido a la imposibilidad de completar la 
reacción de transferencia electrónica mediada por ETFA-QO. 
La arginina quinasa (ARK) es otra proteína con un papel clave en el 
metabolismo energético en invertebrados. Esta enzima cataliza la transferencia reversible 
de un fosforilo de alta energía del ATP a la L-arginina para formar fosfo-arginina. En 
insectos, crustáceos y otros organismos, la fosfoarginina actúa de modo similar a la 
fosfocreatina: como un fosfágeno que tampona los niveles de ATP celulares en células 
con altas demandas y/o fluctuaciones de energía 
53
. En algunos tejidos estas quinasas 
funcionan también como transportadores de ATP entre la mitocondria y el citosol. La 
disminución (>2 veces) de los niveles de ARK en los cangrejos de PAR refleja 
probablemente el impacto de la contaminación sobre el sistema energético de la célula. 
En una situación de desacoplamiento de la fosforilación oxidativa, que conlleva una 
disminución de la síntesis de ATP en la cadena respiratoria mitocondrial, tal como se 
supone para los P. clarkii capturados en sitios contaminados, la reacción catalizada por la 
ARK se detiene por falta de utilidad (no se está sintetizando ATP que pueda ser 
almacenado) o porque la ARK resulta también oxidada y degradada 
54
.  
El desacoplamiento entre cadena respiratoria y síntesis de ATP acelera el flujo 
de electrones. En branquias, el spot proteico 1381, cuya intensidad se eleva en las 
muestras correspondientes a P. clarkii de zonas contaminadas, se identificó como la 
subunidad 2 de la citocromo c oxidasa (COX 2). Esta proteína forma parte del complejo 
enzimático involucrado en la transferencia de electrones desde citocromo C al O2, último 
paso en la cadena de transporte de electrones mitocondrial. En condiciones fisiológicas 
normales, la reacción catalizada por COX constituye la etapa limitante de velocidad del 
flujo electrónico en la cadena respiratoria y su actividad es un indicador de la capacidad 
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oxidativa de las células 
55
. El aumento de los niveles de COX2 (> 2 veces) en las 
branquias de cangrejos procedentes de zonas contaminadas corrobora el desacoplamiento 
entre transporte electrónico y síntesis de ATP por daños oxidativos y despolarización de 
la membrana mitocondrial, como se comentó arriba, acelerando la respiración y el 
consumo de oxígeno. 
La enzima fructosa bifosfato aldolasa (FBA, ALDO), que ya encontramos en el 
Cap. 4, es esencial en la glucolisis, donde cataliza la ruptura reversible de fructosa 1,6 
bifosfato para dar gliceraldehido 3-fosfato. La tabla 5.4. muestra que la cantidad de 
ALDO es superior (>2 veces) en glándula digestiva de cangrejos PAR que en los de 
referencia. Esta elevación de los niveles de ALDO puede representar el cambio 
metabólico que permite la supervivencia de células con alteraciones en las funciones 
mitocondriales, en las que hay un incremento de la velocidad del proceso glucolítico para 
generar piruvato, impulsando el ciclo TCA (Fig. 5.9), que a su vez suministra precursores 
anabólicos a las células proliferantes y el poder reductor como NADH que precisan las 
enzimas antioxidantes
48
. 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 5.9. Scheme showing the 
central role of the aldolase in 
glycolysis 
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La IDH (isocitrato deshidrogenasa) cataliza la descarboxilación oxidativa que 
convierte isocitrato en α-cetoglutarato con liberación de NAD(P)H (Fig. 5.10). En 
mamíferos, la actividad de la IDH aumenta en respuesta a diversas situaciones pro-
oxidantes, puesto que el NAD(P)H protege frente a los radicales libres y las radiaciones 
UV 
56
. La elevación de los niveles de IDH en glándula digestiva de cangrejos de PAR y 
MAT parece, además, corroborar la idea sugerida arriba, basada en el aumento de 
proteína ALDO (Tabla 5.4), de que en estos animales está ocurriendo un incremento en la 
velocidad de la glucolisis y de una parte del ciclo TCA, para favorecer la supervivencia 
celular en un ambiente estresante por la contaminación. 
 
Fig. 5.10.  Biochemical pathways proximal to IDH reactions. IDH1 is located in the 
cytoplasm and peroxisomes, whereas IDH2 is located in the mitochondrial matrix. The 
reactions catalyzed by these enzymes are linked to metabolites involved in amino acid 
metabolism, particularly that of glutamine and glutamate, and in fatty acid synthesis 
and the TCA cycle. IDH activity also affect the cytoplasmic and mitochondrial ratio of 
NADP/NADPH, a major source of reducing potential (Adapted from57 ). 
 
El incremento en los niveles de ALDO aceleraría la conversión de glucosa en 
piruvato y el exceso de piruvato se transformaría en un exceso de citrato en la 
mitocondria. Parte de este citrato fluye al citosol y se convierte en isocitrato, reducido 
posteriormenteen paralelo a la reducción de NADP+ a NADPH por la acción catalítica de 
la IDH citoplásmica 
58,59
. Se ha descrito que la sobreexpresión de IDH evita que las 
células entren en apoptosis tras exposición a Cd 
60
, y también la existencia de 
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correlaciones directas entre la actividad IDH en diversas especies y la acumulación de 
metales en su medio 
61
. El NADPH es un equivalente reductor esencial para la 
regeneración de GSH por la glutatión reductasa y para la actividad del sistema 
tiorredoxina NADPH-dependiente 
56
. Por lo tanto, el aumento observado en IDH, como 
fuente de electrones para los antioxidantes celulares, puede jugar un importante papel 
protector durante el estrés oxidativo 
59
.  
La disfunción mitocondrial ha sido ligada a la acumulación de fumarato a 
consecuencia de inactivación de la enzima fumarato deshidratasa (fumarasa, FH). La 
disminución de los niveles de esta enzima contribuye al funcionamiento incompleto del 
ciclo TCA, que ayuda a dirigir el piruvato a otros destinos encaminados a generar poder 
reductor, NADPH, clave para el mantenimiento del potencial redox y la prevención y 
reparación del daño oxidativo en la célula 
62
. También se ha propuesto que la 
acumulación de fumarato puede ayudar a la liberación de Nrf2 (Nuclear factor erythroid 
2–related factor 2) por succinilación de su inhibidor KEAP1 (Fig. 5.11). Nrf2 es un 
potente activador transcripcional que juega un importante papel en la expresión inducible 
de muchos genes citoprotectores como respuesta a estreses oxidativos y electrofílicos 
63, 64
. 
Sin embargo, el fumarato también es responsable de la succinilación del GSH, capaz de 
actuar como sustrato alternativo de la glutatión reductasa, potenciando la ruta de 
señalización por ROS 
65
. 
 
 
 
Fig. 5.11. The Keap1–Nrf2 
system. Following exposure to 
electrophiles or oxidative stress, 
Keap1 is inactivated. Stabilized 
Nrf2 accumulates in the nucleus 
and activates many cytoprotective 
genes. Ub, ubiquitin (Adapted 
from66). 
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El GSH es sustrato de las enzimas glutation transferasas (GSTs), una de las 
principales líneas de defensa celulares, con funciones que van desde la destoxificación a 
la biosíntesis y la señalización celular 
67, 68
. Esta última función es realizada por su 
capacidad de establecer interacciones con otras proteínas cruciales en el control de la 
respuesta a estrés, apoptosis proliferación, que resultan inhibidas 
69
. Se ha visto que estas 
interacciones se rompen por estrés medioambiental 
69
 y es posible que esto ocurra por 
disminución de los niveles de GST, como se ve en branquias de los cangrejos capturados 
en PAR y MAT, donde la proteína GST disminuye >2 veces en relación a la referencia 
(Tabla 5.5).  
La desregulación de todas estas proteínas evidencia una situación de estrés en 
los animales PAR y MAT, que alteran su metabolismo para adoptar una glucolisis aerobia 
que, aunque produciendo menos ATP que la fosforilación oxidativa, genera energía 
suficiente para la supervivencia celular 
70
 en unas condiciones oxidantes que han dañado 
las mitocondrias. Además, la glucolisis aerobia derivara glucosa hacia rutas que generan 
NADPH, acetil-CoA y ribosa para la síntesis de ácidos grasos, proteínas y nucleótidos 
71
. 
Alteración de la regulación por metilación en glándula digestiva 
Los grupos metilo son importantes para numerosas funciones celulares, como la 
metilación del DNA y de histonas o la síntesis de fosfolípidos o proteínas. La mayoría de 
las  metiltransferasas utilizan S-adenosilmetionina 
72
 como donante de grupos metilo. 
SAM se genera a partir de metionina por la L-metionina S-adenosiltransferasa (MAT). La 
metionina entra en la célula como parte de la dieta o se produce a partir de la 
homocisteína, vía metionina sintetasa o vía betaína-homocisteína metiltransferasa 
(BHMT). Durante la transferencia del grupo metilo, SAM es convertido en S-
adenosilhomocisteína (SAH), un potente inhibidor de muchas metiltransferasas 
73
, pues es 
a su vez hidrolizado por la S-adenosilhomocisteinasa hidrolasa (AHCY) a adenosina y 
homocisteína (Fig. 5.12) 
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Fig. 5.12. Methylation cycle. BHMT: betaine homocysteine methyltransferase, 
Hcy: homocysteine, MAT: l-methionine S-adenosyltransferase, MS: methionine 
synthase, PEMT: phosphatidylethanolamine methyltransferase, SAH: S-
adenosylhomocysteine, SAM: S-adenosylmethionine. 
 
La homocisteína producida puede transmetilarse y regenerar la Met o sufrir un 
proceso de trans-sulfuración, produciendo Cys. Esta es requerida para la síntesis de GSH, 
un agente reductor por excelencia, así que el incremento observado de AHCY en la 
glándula digestiva de los cangrejos PAR/MAT (Tabla 2.1) puede servir para aliviar la 
situación de estrés oxidativo causada por la exposición de estos animales a metales y 
otros contaminantes presentes en estas zonas.  
El aumento de actividad del ciclo de la homocisteína/metionina puede además 
ayudar a mantener el nivel de metilación del DNA.  Los organismos tienen la capacidad 
de responder a los factores de estrés ambientales mediante la alteración de su epigenoma 
y, como consecuencia, de los perfiles de transcripción 
74
. Una alteración epigenética 
común es lel descenson general del nivel de metilación del DNA (hipometilacion global), 
que puede causar aumentos de expresión de algunos genes pero también provocar la 
reactivación de elementos transponibles y alterar la transcripción de genes adyacentes 
silenciados 
74
. La metilación del ADN está mediada por metiltransferasas de DNA 
(DNMTs) que también utilizan SAM como donador de grupo metilo, que resulta 
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transferido a la posición C5 de la citosina del DNA. El incremento observado en los 
niveles de adenosil-homocisteinasa (AHCY) en cangrejos PAR ayudaría a regenerar el 
ciclo de donadores de metilos de las DNMTs. 
El aumento de IDH antes descrito puede contribuir también a regular la 
expresión génica en un proceso epigenético ligado a la metilación, en este caso de las 
histonas. Las histonas metiladas se unen con mayor afinidad al DNA, impidiendo así el 
acceso de la maquinaria transcripcional y por tanto de la transcripción de los genes 
situados en la región regulada. Las histonas se desmetilan por desmetilasas que usan α-
cetoglutarato (α-KG) como sustrato. Este compuesto, α-KG, es un intermediario del ciclo 
TCA que se genera por acción de IDH. Por todo esto, es posible que la mayor presencia 
de AHCY e IDH en cangrejos de zonas contaminadas pueda afectar el estado de 
metilación del DNA y/o de las histonas, regulando su expresión génica para soportar la 
presión ambiental. 
Disminución de los niveles de tubulina en branquias:  
Los microtúbulos son orgánulos clave para en la regulación de la morfogénesis 
celular. La principal proteína de los microtúbulos es un heterodímero formado por 
cadenas peptídicas globulares estrechamente ligadas, las α- y β-tubulinas, que 
polimerizan en largos filamentos cilíndricos y huecos dentror de la célula. Muchos 
medicamentos y sustancias tóxicas alteran la estructura de los microtúbulos por su 
capacidad de oxidar los residuos de Cys de las tubulinas, en un proceso considerado 
beneficioso para la célula ya que no afecta la polimerización de los microtúbulos y puede 
servir para proteger a otras biomoléculas de resultar oxidadas 
75, 76.
 Sin embargo, cuando 
el estado de oxidación en la célula es elevado, numerosos residuos de Cys de la tubulina 
resultan oxidados, lo que compromete la polimerización de los microtúbulos 
75, 77
. Varios 
los agentes pueden alterar el citoesqueleto. Por ejemplo, se ha descrito la capacidad de los 
iones metálicos (Cu
2+
, Cd
2+
, Cr
6+
) de oxidar las tubulinas y provocar el desensamblaje de 
los microtúbulos o la del As
3+, que provoca la inhibición en la expresión de β-tubulina 
tanto a nivel de proteína como de RNA 
(78 y referencias que cita)
. Los niveles de α- y‎β-tubulina 
(TUBA, TUBB) fueron inferiores en >2 veces en las branquias de los cangrejos de 
PAR/MAT comparados con la referencia (Tablas 2.2), un resultado plenamente coherente 
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con la acumulación de As y, especialmente, de Cr encontrados en este tejido de animales 
capturados en zonas contaminadas. 
5.5. Conclusiones 
Este trabajo demuestra que los animales procedentes de PAR/MAT presentan 
niveles alterados de diferentes proteínas implicadas en las respuestas celulares al estrés 
oxidativo. Por la intensidad de los cambios observados en los perfiles proteómicos, este 
trabajo confirma que MAT es una zona muy contaminada y PAR moderadamente 
contaminada, resultando la zona control LP como un espacio limpio. Asimismo, se 
confirma que la glándula digestiva se afecta mas que las branquias. Estos resultados están 
de acuerdo con los datos del contenido total de metales en sedimentos recogidos en los 
sitios estudiados (Cap. 1), el nivel de peroxidación lipídica (Cap. 2) y de oxidación de 
proteínas (Cap. 3 y 4) 
Los cambios en los niveles de proteínas como PDI o la chaperona HSP70, 
encontrados en glándula digestiva y branquias de los animales de zonas problema, indican 
una inducción de estrés del retículo endoplásmico (ER), con la consiguiente alteración de 
las funciones de muchas proteínas, debido al mal plegamiento de las mismas. 
La expresión diferencial de varias enzimas metabólicas en los cangrejos de 
zonas contaminadas indica una adaptación celular a la disfunción mitocondrial causada 
por su situación de estrés oxidativo y un cambio metabólico hacia un aumento de la 
glucolisis aeróbica, probablemente destinado a generar ATP y poder reductor en una 
situación de estrés oxidativo que altera la integridad mitocondrial. 
Los niveles encontrados en proteínas como la GLDC o 3-HAO indican que la 
agresión oxidativa que soportan los cangrejos sometidos a contaminación crónica provoca 
también diversas respuestas relacionadas con la inflamación y la respuesta inmune. 
En general, se puede afirmar que la exposición de P. clarkii a niveles elevados 
de contaminación causa una profunda alteración de todas sus funciones fisiológicas para 
tratar de adaptarse a las condiciones del medio. Muchas de las proteínas cuya abundancia 
se altera por contaminación pueden ser buenos biomarcadores de exposición a 
contaminantes para el monitoreo rutinario de los ecosistemas. 
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6.1. Resumen  
La metabolómica analiza el conjunto completo de metabolitos de bajo peso 
molecular que hay en una célula en determinadas condiciones. Esta metodología refleja 
mejor que otras ómicas el estado fisiológico de un sistema biológico, ya que los 
metabolitos surgen como producto final de la interacción entre la expresión de genes y 
proteínas y el ambiente celular. En este trabajo hemos utilizado un espectrómetro de 
masas de infusión directa con fuente de electroespray y analizador de masas QqQ-TOF-
MS para identificar y cuantificar metabolitos cuya abundancia se ve alterada en P. clarkii 
capturados en las zonas PAR y MAT, en comparación con animales procedentes de la 
zona de referencia LP.  
Los resultados obtenidos demostraron diferencias significativas en los niveles 
de varios metabolitos en animales de zonas contaminadas. Se encontró un descenso 
significativo de los niveles de fosfatidilcolinas en cangrejos capturados en PAR y MAT, 
lo que es un indicador de alteración y disfunción de las biomembranas. La elevación de β-
oxidación observada serviría como vía de eliminación de los lípidos dañados por 
peroxidación. Se encontraron también niveles alterados de metabolitos con propiedades 
antioxidantes y osmorreguladoras (betaína, taurina), que sugieren una activación de rutas 
protectoras para paliar los efectos oxidantes de los contaminantes en estas zonas que 
rodean Doñana. También se incrementaron niveles de metabolitos (acetilcolina) que 
implican aumento de actividades enzimáticas (3-HAO, GLDC, ver Capítulo 5) 
encaminadas a inhibir la excesiva producción de citoquinas proinflamatorias y, así, 
restaurar la homeostasis. Acetilcolina y dopamina serían responsables de la elevación de 
los niveles de glucosa encontrados en animales de PAR y MAT y del cambio metabólico 
hacia la glucolisis aeróbica en glándula digestiva, para generar energía en un ambiente 
celular oxidativo que altera la función mitocondrial. La gran cantidad de piruvato 
generada en esta vía glucolítica explicaría la elevación de los niveles de TGA. La 
intensidad de los cambios observados estuvo íntimamente relacionada con la acumulación 
de metales y los daños oxidativos a lípidos y proteínas, y los resultados corroboran los 
encontrados en capítulos anteriores, y las hipótesis propuestas sobre los cambios 
metabólicos y de respuesta a estrés que ocurren en animales a consecuencia de la 
contaminación.  
Capítulo 6 Análisis metabolómico de las respuestas de P.clarkii a la contaminación  
 
227 
 
6.2. Introducción 
La metabolómica es una aproximación de la genómica funcional que persigue el 
estudio del conjunto completo de metabolitos endógenos de bajo peso molecular 
(típicamente < 1000 Da) que hay en una célula o tejido de un ser vivo bajo determinadas 
condiciones internas/externas. Se afirma que los datos de metabolómica son más precisos 
que los obtenidos mediante proteómica o transcriptómica en cuanto a reflejar el estado 
fisiológico de un sistema biológico, puesto que los metabolitos surgen como producto 
final de la interacción entre la expresión de genes y de proteínas y el ambiente celular 
1
. 
Se podría considerar que, si bien los datos genómicos y proteómicos sugieren lo que 
podría estar sucediendo en una célula, el perfil metabólico puede dar una imagen 
instantánea de la fisiología de esta célula.  
Al igual que la transcriptómica o la proteómica, la metabolómica constituye una 
herramienta sumamente útil para la diagnosis de cambios importantes a nivel celular y 
biológico relacionados con el medio ambiente, los alimentos y la salud, siendo uno de los 
atractivos más importantes de esta disciplina la posibilidad de llevar a cabo, si es 
necesario, análisis cuantitativos no invasivos en tejidos y fluidos biológicos. Los 
enfoques metabolómicos se han desarrollado en muchas áreas de la investigación 
bioanalítica, incluyendo la Toxicología 
2
, debido a la posibilidad de detectar la respuesta 
metabólica a la exposición química con el propósito de encontrar biomarcadores sobre el 
estado fisiológico real de los organismos vivos. Por esta razón, la metabolómica juega un 
papel clave para entender los resultados de los procesos biológicos complejos, tales como 
exposición a xenobióticos y elementos tóxicos (
3, 4 y referencias que citan)
. En este sentido, la 
metabolómica ambiental es un metodología de creciente aplicación en el estudio de los 
perfiles metabólicos de sistemas biológicos expuestos a estrés medioambiental, para 
poder así caracterizar las interacciones de los xenobióticos con los organismos vivos 
5, 6
. 
Cuando se emplea de forma integrada con otras ómicas, como genómica, transcriptómica 
y proteómica, la metabolómica permite evaluar el impacto bioquímico global de los 
xenobióticos y los aspectos toxicológicos que lo acompañan 
6
. Los procedimientos 
metabolómicos pueden aplicarse a organismos de vida libre o en experiencias de 
exposición, para comprobar qué contaminantes pueden causar un efecto crónico o 
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conocer el modo de acción 
7
 de un tóxico a nivel metabólico como parte de la evaluación 
del riesgo ambiental. Se ha hablado de los fundamentos y la metodología de la 
metabolómica en la Introducción (Pág. 66) 
Como vimos antes la presencia de metales en las zonas del PND objeto de 
estudio provoca una situación de estrés oxidativo tanto en glándula digestiva y branquias 
de los cangrejos P. clarkii capturados en ellas. A lo largo de los capítulos anteriores se ha 
visto cómo debido a él se producen daños oxidativos a lípidos y proteínas y cambios en 
los perfiles de expresión proteica que determinan importantes modificaciones en el 
metabolismo celular de estos animales para adaptarse a esta situación crónica de estrés. El 
estudio de cambios en los niveles de metabolitos complementará a los capítulos anteriores 
y permitirá determinar que procesos metabólicos son afectados por la contaminación en 
Procambarus clarkii. 
En un estudio preliminar previo, considerando en conjunto varios tejidos de P. 
clarkii capturados en estas zonas, se han descrito claras diferencias entre especímenes 
capturados en la zona de referencia y las contaminadas, que, a nivel de organismo 
completo, parecen mostrar desbalance metabólico 
8
. Para identificar y caracterizar con 
mayor detalle los cambios que se producen a nivel metabólico en P. clarkii por efecto de 
la contaminación se analizaron los metabolomas de glándula digestiva y branquias de P. 
clarkii capturados de LP, PAR y MAT mediante DIMS QqQ-TOF-MS. 
 
6.3. Materiales y métodos  
6.3.1. Muestras utilizadas. 
Se analizaron glándula digestiva y branquias de P. clarkii. Se prepararon cuatro 
mezclas por sitio de muestreo (LP, PAR y MAT) mezclando iguales cantidades de tejido 
homogeneizado de 3-4 cangrejos por pool (las mismas utilizadas en el análisis 2D-DIGE 
Cap. 5). Las tres mezclas por sitio se consideraron réplicas biológicas. 
 
  
 Capítulo 6 Análisis metabolómico de las respuestas de P.clarkii a la contaminación  
229 
 
6.3.2. Preparación de muestras para análisis metabolómico 
Para evitar pérdidas de ciertos metabolitos, tanto para glándula digestiva como 
para branquias, la extracción se hizo en dos pasos. En primer lugar, se extrajeron los 
metabolitos polares a partir de 30 mg de tejido de cada RB previamente 
criohomogenizado, que se mezclaron con 300 μL de metanol al 0,1% en ácido fórmico 
frío (- 20º C). La mezcla se homogenizó durante 2 min usando un pistilo con motor y, 
posteriormente, se centrifugó (10.000 rpm, 4 ºC) durante 10 min. El sobrenadante 
resultante (extracto polar) se almacenó a -80 º C hasta su análisis. A continuación, se 
extrajeron los metabolitos lipofílicos a partir del precipitado obtenido en la centrifugación 
anterior. Para ello, se mezcló este precipitado con 300 μL de cloroformo y metanol (2:1) 
conteniendo 10 mM de formiato de amonio (para formar aductos de amoniaco) y 0,1 % 
de ácido fórmico, usando un pistilo con motor durante 2 min. Finalmente, el extracto se 
centrifugó (10.000 rpm, 4 º C) 10 min. y el sobrenadante (extracto apolar) se almacenó a 
-80 º C hasta su análisis. 
Para optimizar la ionización por electroespray usada en espectrometría de masas 
(ESI-MS), se emplearon diferentes aditivos. Para el modo de iones positivos se añadió 
acido fórmico 0,1% a los extractos polares, para potenciar la protonación. Para el ESI en 
modo de iones negativos, se añadió amonio (10 mM acetato amónico) para los extractos 
lipofílicos, a fin de potenciar la desprotonación, ya que los lípidos neutros no se ionizan 
fácilmente. Para el caso de la ionización negativa en los extractos polares no fue necesaria 
la adicción de ningún reactivo. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 6.2. Photograph of the nano-
electrospray source used in the present study. 
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6.3.3. Análisis metabolómico mediante DI-ESI(+)-QqQ-TOF-MS  
El análisis mediante DIMS (Direct Infusion Mass Spectrometry) se llevó a cabo 
en el Departamento de Química y Ciencias de los Materiales de la Universidad de 
Huelva. Se empleó el sistema híbrido cuadrupolo-tiempo de vuelo QSTAR XL Hybrid 
(Applied Biosystems), usando un electrospray (Fig. 6.2) como fuente de ionización, 
según el método previamente optimizado por García-Sevillano et al 
9
 (Tabla 6.1). Tanto 
los extractos polares como los lipofílicos fueron analizados en los modos de ionización 
(ESI+/ESI-) dando lugar a diferentes perfiles en un amplio rango espectral (m/z 50 a 
1.100). Se adquirió un espectro completo cada 0,2 min en un amplio rango espectral (m/z 
50 a 1100), con un tiempo de escaneo de 1,005 s por escaneo. Para el modo positivo se 
fijó el voltaje del electroespray a 3.300 V usándose N2 de alta pureza como gas cortina (a 
1,13 L min
-1
) y gas nebulizador (a  1,56 L min
-1
). La temperatura de la fuente se fijó en 
60ºC con un potencial de desolvatación (DP) de 60 V y un potencial de enfoque (FP) de 
250 V. Para adquirir los espectros de MS/MS se usó N2 como gas de colisión.  
 
Table 6.1. Operational conditions used for metabolomic analysis by DI-ESI-QqQ-TOF-MS. 
 
Operational conditions DI-ESI-QqQ-TOF-MS 
Flow 5 μL min-1 
Acquisition time 0,2 min 
Range m / z 50-1100 
Collision gas (N2) 1,13 L min
-1 
Nebulizing gas (N2) 1,56 L min
-1 
Source temperature 60ºC 
 Acquisition mode 
 Positive Mode Negative Mode 
Ion spray voltage (IS) 3300 V -4000 V 
Solvation potential (DP) 60 V -100 V 
Potential approach (FP) 250 V -250 V 
Ion energy (IE) 2.0 V -2.0 V 
Channel electron multiplier (CEM) 2200 V 2200 V 
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6.3.4. Análisis estadístico de resultados e identificación de metabolitos 
Procesamiento de datos. Todas las muestras se analizaron por duplicado y al azar. Antes 
de realizar el análisis estadístico de los resultados obtenidos, éstos fueron procesados para 
eliminar variaciones en tiempos de retención o en intensidad de pico. Tras adquirir los 
datos por DI-ESI-QqQ-TOF-MS, los resultados fueron tratados con el software 
Markerview™ (Applied Biosystems,) para filtrarlos, transformarlos en una matriz de dos 
dimensiones y finalmente normalizados para su posterior análisis mediante el análisis 
multivariante. 
Análisis Estadístico Multivariante. El análisis de datos estadísticos de los resultados se 
hizo por análisis de componentes principales (PCA) y análisis discriminante de mínimos 
cuadrados parciales (PLS-DA) usando el paquete de software estadístico SIMCA-P ™ 
(versión 11.5). Los parámetros de calidad del modelo utilizado R2 y Q2 son nos indican 
la precisión y exactitud del mismo y, por tanto, proporciona información sobre la 
separación entre grupos de exposición y el poder de predicción del modelo. En este 
trabajo, dichos parámetros estaban dentro del rango 0-1. Finalmente, para la 
identificación de los metabolitos alterados se utilizó el parámetro VIP (variable 
independiente en proyección). VIP es una suma ponderada de los cuadrados de PLS-DA, 
que indica la importancia de la variable a todo el modelo. El coeficiente VIP indica la 
variación conjunta entre cada variable explicativa y la variable respuesta. Por lo tanto, es 
posible seleccionar variables con la contribución más significativa para discriminar entre 
los perfiles metabolómicos correspondientes a grupos de exposición frente a los 
controles. En este trabajo solo se seleccionaron las variables con valores VIP > 1,5 cuyo 
valor indica una diferencia significativa entre los distintos grupos experimentales. Se 
determinaron que metabolitos presentaban concentraciones diferentes en función de la 
zona de muestreo mediante las medidas de masa exacta que permite el equipo y mediante 
la obtención de los espectros de fragmentación MS/MS. Adicionalmente, la validación de 
los resultados obtenidos se realizó mediante tratamiento estadístico t de Student usando el 
programa STATISTICA 8.0. Los metabolitos alterados con valor de P< 0.05 se 
consideraron estadísticamente significativos. 
Identificación de metabolitos. La identificación de los metabolitos con abundancia 
diferencial entre las muestras se llevó a cabo por comparación de sus espectros MS/MS 
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con los disponibles en las diferentes bases de datos metabolómicas públicas, como 
METLIN (http://metlin.scripps.edu) y Mass Bank (http://www.massbank.jp), con una 
precisión de 100 ppm. 
6.4. Resultados y Discusión  
6.4.1. Preparación de muestras para análisis metabolómico 
Frente a la genómica y la proteómica que tratan combinaciones de 4 bases y 20 
aminoácidos, respectivamente, la metabolómica se enfrenta a la gran complejidad 
química y física de los metabolitos, que engloban compuestos muy polares y otros muy 
hidrófobos, con masas muy diversas de 50 a 1.000 Da. Además, algunos, como hormonas 
y neurotransmisores, están presentes en muy bajas concentraciones (pM) mientras que 
otros, como la glucosa o algunos aminoácidos, se presentan en concentraciones mM en la 
gran mayoría de las matrices biológicas 
10-12
. Por ello, la preparación de la muestra es un 
paso crucial en metabolómica, ya que al tratarse de una ciencia holística en la que se 
pretende analizar la totalidad de los metabolitos, el tratamiento debe ser lo más simple 
posible para evitar pérdidas de algunos de ellos, como puede ocurrir con técnicas de 
extracción convencionales, y poder realizar una correcta interpretación biológica de los 
resultados obtenidos del estudio 
13
. Dada esta heterogeneidad, no existe un método de 
preparación de muestra ni una técnica analítica universal que permita la detección de 
todos los metabolitos presentes en una determinada muestra biológica. En nuestro caso, la 
extracción se realizó en dos pasos, separando metabolitos polares y lipofílicos 
secuencialmente y utilizando aditivos específicos (acido fórmico para los extractos 
polares y acetato amónico para los apolares) para optimizar la sensibilidad en el análisis 
mediante electroespray espectrometría de masas (ESI-MS). 
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6.4.2. Análisis metabolómico mediante DI-ESI(+)-QqQ-TOF-MS 
La técnica de infusión directa de las muestras acoplada a un espectrómetro de 
masas es un método sencillo, rápido y altamente reproducible para el screening de 
perfiles metabolómicos, que elimina el filtro que representa el uso de técnicas 
cromatográficas acopladas, y permite tener una información más amplia de los analitos 
presentes en las muestras. En este trabajo hemos hecho uso de un espectrómetro de masas 
de infusión directa con fuente de electroespray y analizador de masas QqQ-TOF-MS 
(Triple quadrupole mass spectrometer time-of-flight mass spectrometer)  que proporciona 
elevada sensibilidad y resolución, y evita en gran medida los problemas de supresión 
iónica asociados a la infusión directa Además, este sistema permite la identificación de 
especies mediante experimentos MS/MS en los que los cuadrupolos Q1 y Q3 actúan 
como filtros de masas, Q2 como celda de colisión y el TOF como analizador de masas. 
Para el análisis metabolómico mediante DIMS se usaron para ambos tipos de 
extractos (polares y no polares) los modos ion positivo (ESI+) y negativo (ESI-), 
diferenciándose los perfiles en un amplio rango espectral (m/z 50 a 1.100) en todos los 
casos, como se muestra en la Fig. 6.3. 
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Figure 6.3. Mass spectra from digestive glands and gills tissue extracts of crayfish 
collected in LP. (a, e) ESI(+) spectrum of polar metabolites; (b, f) ESI(-) spectrum of polar 
metabolites; (c, g) ESI(+) spectrum of lipophilic metabolites; (d, h) ESI(-) spectrum of 
lipophilic metabolites. 
 
Estos estudios estadísticos son de gran utilidad en metabolómica ya que el 
número de muestras y de variables es muy elevado. El empleo de estas técnicas en la 
evaluación de los resultados presenta numerosas aplicaciones, como la visualización de 
diferencias o semejanzas entre distintas muestras, búsqueda de variables que producen 
diferencias entre los grupos o la construcción de modelos predictivos. El análisis de datos 
estadísticos de los resultados se llevó a cabo mediante análisis de componentes 
principales (PCA) y el análisis discriminante de mínimos cuadrados parciales (PLS-DA). 
Los parámetros de calidad, R2 y Q2 se mantuvieron dentro del rango 0-1, indicando que 
la separación entre los grupos es correcta. 
Los modelos construídos con metabolitos polares y lipofílicos usando el modo 
positivo y negativo, a partir de los resultados del análisis PLS-DA y empleando las 
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intensidades de las señales de todos los experimentos, permitieron una buena 
clasificación de las muestras de las tres áreas estudiadas. En la Fig. 6.4 se muestran estos 
modelos con sus respectivos diagramas de puntuación. 
 
Figure 6.4. Scores plots of PLS-DA for ESI+ and ESI– ionization modes of polar 
and lipophilic digestive glands (A) and gills (B) extracts from P. clarkii captured in 
the three studied sites. Black squares: LP; blue diamond: PAR; red cycle: MAT. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
E
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El coeficiente VIP permitió identificar las variables que contribuyen más 
significativamente en la discriminación entre los perfiles metabolómicos de los cangrejos 
de diferentes zonas. Los valores de R2Y (variación explicada en Y, acumulativa) y Q2 
(capacidad predictiva, acumulativa) del modelo combinado fueron 0,85-0,99 y 0,80-0,95, 
respectivamente, lo que indica que una combinación de conjuntos de datos apareados de 
diferentes tiempos de exposición permite su clasificación. Solo fueron seleccionadas las 
variables con valores VIP >1,5 para su uso en experimentos MS/MS adicionales con 
vistas a identificar los metabolitos alterados usando bases de datos metabolómicas de 
libre acceso. 
6.4.3. Metabolitos con abundancia diferente en glándula digestiva de 
cangrejos P. clarkii capturados en zonas contaminadas. 
El empleo de los análisis estadísticos anteriores, y el de espectrometría de masas 
ha permitido la caracterización de posibles biomarcadores que estan alterados en función 
de la contaminación de la zona de capturas de los cangrejos. Para valorar el efecto de la 
contaminación en la glándula digestiva de estos cangrejos de distintas zonas del PND y su 
entorno, se determinó el número de veces de cambio (fold-change) como el cociente entre 
las medias de intensidades obtenidas para cada metabolito en los animales de PAR y 
MAT, y las de las intensidades obtenidas para el metabolito en cuestión en el grupo 
control LP. Se muestran estos datos en la Tabla 6.2, en la que es de destacar la 
complementariedad existente entre ambos modos de ionización para los metabolitos 
polares y lipofílicos. Se observaron diferencias significativas en los niveles de varios 
metabolitos en animales procedentes de zonas contaminadas, especialmente en cangrejos 
de MAT. Los datos de nuevo están en consonancia con la mayor concentración de 
metales, oxidación de lípidos y de proteínas en los animales procedentes de la zona de 
MAT (Cap. 1, 2 y 3) que señalan a MAT como una zona altamente contaminada y a PAR 
como moderadamente contaminada, y demuestran que sus habitantes están sometidos a 
un fuerte estrés oxidativo.   
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Table 6.2. Potential biomarkers of pollution in the digestive gland of P. clarkii crayfish 
captured in different areas from DNP and surroundings. 
 
PAR MAT
Digestive glands 2,69 1,61
Gills 2,8 2,33
ESI (+) Digestive glands 1,73 2,5
ESI (+) Digestive glands 1,44 2,3
-1,94 2,45
-2,14 2,31
Gills -1,17 -1,69
ESI (+) Digestive glands -3,1 1,06
ESI (-) -1,7 -1,9
ESI (+) -1,57 -1,75
ESI (+) Digestive glands -2,35 1,07
ESI (-) Digestive glands 1,19 2,56
ESI (-) Gills 1,15 1,38
ESI (+) Gills -11,76 5,42
ESI (-) Gills 1,7 3,3
Digestive glands 2,89 2,96
Gills 1,45 1,69
ESI (+) Digestive glands 1,19 4,14
ESI (+) Digestive glands 2,54 2,48
ESI (+) Digestive glands 2,12 -9,31
ESI (+) Digestive glands -4,39 1,54
Digestive glands -5,43 1,53
ESI (-) Digestive glands 1,16 1,54
Digestive glands 1,13 1,49
ESI (-) Gills Polar -3,77 -1,21
ESI (+) Gills -1,81 -1,34
ESI (+) Digestive glands -4,69 -3,55
ESI (+) Digestive glands 1,55 -11,88
Digestive glands 1,2 -10,16
ESI (+) Digestive glands 1,19 1,51
ESI (-) Digestive glands 1,06 1,47
ESI (+) Digestive glands 1,32 3,49
Digestive glands 1,35 3,17
Gills 1,29 1,78
ESI (+) Digestive glands Lipophilic 1,26 1,91
Digestive glands Polar 1,26 1,67
Gills Polar 2,24 4,01
ESI (+) Digestive glands -1,58 -2,08
ESI (+) Digestive glands -1,01 -1,08
ESI (+) Digestive glands 1,47 1,22
ESI (-) Digestive glands -4,03 1,32
Digestive glands -6,58 1,29
ESI (+) Digestive glands 1,54 1,8
Metabolism
203.05 [M+Na]
+
Altered Metabolites m/z Extract
Fold changeMode of 
acquisition
Polar
Lipophilic
Digestive glands
Acetyl carnitine 204.12 [M+H]
+ Polar
Acetoacetato 103.12 [M+H]
+ Polar
3-Hydroxybutiric acid 103.03 [M-H]- Polar
Thymine 125.01 [M-H]
- Polar
Creatinine 114.07 [M+H]
+ Polar
Citric acid
191.04 [M+H]
-
Polar
193.13 [M+H]
+
Guanidineacetic acid 135.05 [M+H]
+ Lipophilic
Uric acid 167.02 [M-H]-
Anthranilic acid 138.05 [M-H]- Polar
Malic acid 135.03 [M+H]+ Lipophilic
Neurotransmitters
Lipophilic
Carnosine 227.13 [M+H]
+ Polar
Antioxidants/osmoregulators
Betaine 118.09 [M+H]
+ Lipophilic
Taurine 124.04 [M-H]
-
Polar
Lipophilic
Choline 104.11 [M+H]
+
Polar
Lipophilic
Free proteinogenic amino acids
Alanine 90.05 [M+H]
+ Polar
Glutamine 147.05 [M+H]
+ Lipophilic
Serine 106.06 [M+H]
+ Polar
Polar
Lipophilic
Arginine 175.11 [M+H]
+
Polar
Glutamate 146.03 [M-H]
-
Lipophilic
Polar
Valine 118.09 [M+H]
+ Polar
166.09 [M+H]
+
Histidine 154.01 [M-H]
- Polar
Polar
Polar
Glucose
Dopamine 154.05 [M+H]
+ Lipophilic
Digestive glands
ESI (+)Acetyl-choline 146.12 [M+H]
+
ESI (+)
Carnitine 162.11 [M+H]
+ ESI (+)
Dimethylglycine 102.04 [M-H]-
Polar
Leucine 132.10 [M+H]
+
Polar
Proline 116.07 [M+H]
+
Phenylalanine
Aspartic acid 134.11 [M+H]
+ Polar
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Table 6.2 (cont). Potential biomarkers of pollution in the digestive gland of P. clarkii 
crayfish captured in different areas from DNP and surroundings. 
 
 
Los metabolitos alterados en la glándula digestiva de P. clarkii fueron 
principalmente aminoácidos proteinogénicos, antioxidantes y osmorreguladores, lípidos 
(fosfatidilcolinas, triglicéridos) y otros compuestos relacionados con el metabolismo 
energético. Los estudios proteómicos realizados en estos mismos cangrejos (Capítulo 5) 
mostraron cambios en la abundancia de proteínas involucradas en la respuesta 
antioxidante ligadas a la inducción de estrés del retículo endoplásmico, rutas de 
metilación, procesos de inflamación, desequilibrio del metabolismo mitocondrial y 
cambios metabólicos hacia una glucolisis aerobia incrementada, atribuible a una 
disfunción oxidativa de las mitocondrias. Los resultado metabolómicos corroboran y 
amplían los resultados proteómicos, ya que los metabolitos afectados están relacionados 
con estrés oxidativo y alteración de membranas lipídicas, entre ellas las mitocondriales, lo 
que reduce la tasa de respiración oxidativa y determina un cambio metabólico hacia la 
glucolisis aeróbica. 
PAR MAT
ESI (+) Digestive glands -1,01 -2,21
ESI (+) Digestive glands -4,08 -3,1
Gills -1,39 -1,59
ESI (+) Digestive glands -1,27 -6,06
ESI (+) Digestive glands -6,9 -4,44
ESI (+) Digestive glands -1,31 -1,56
ESI (+) Digestive glands -2,08 -2,46
ESI (+) Digestive glands -4,31 -2,17
ESI (+) Digestive glands -3,58 -3,5
ESI (+) Gills Polar -1,08 -1,23
ESI (+) Gills Polar -3,32 -3,91
ESI (+) Gills Polar -8,26 -9,8
Digestive glands 1,34 1,58
Gills Polar 1,32 1,66
ESI (+) Digestive glands 1,4 1,51
ESI (+) Digestive glands 1,94 2,41
ESI (+) Digestive glands 1,51 1,29
ESI (+) Digestive glands 1,56 1,52
ESI (+) Digestive glands 1,23 1,61
Gills Polar 1,25 1,7
ESI (+) Digestive glands 2,59 1,57
Polar 1,82 1,66
762.50 [M-H]
+ Polar
C18:2/C15:0 744.52 [M-H]
+ Polar
C16:1/C20:0 790.55 [M-H]
+ Polar
C14:1/C20:5 750.53 [M-H]
+ Polar
Polar
Phosphatidilcholines
C14:0/C18:3 728.54 [M-H]
+ Polar
C14:1/C18:3 726.53 [M-H]
+
C16:0/C18:2 758.54 [M-H]+
C18:1/C18:1 782.55 [M-H]+
C18:3/C18:3 778.54 [M-H]
+ Polar
C18:3/C15:0 742.52 [M-H]
+ Polar
C14:0/C20:0
Lipophilic
C14:0/C18:2/C18:3
Lipophilic
Lipophilic
Lipophilic
842.67  [M+NH4]
+
C14:0/C18:3/C20:2 870.71  [M+NH4]
+
C14:1/C18:2/C22:1 900.71 [M+NH4]
+
ESI (+)
Lipophilic
Lipophilic
Lipophilic
Triglycerides
C18:4/C20:5/C20:5 936.67  [M+NH4]
+
C15:1/C18:4/C18:4 848.75  [M+NH4]
+
C14:0/C18:1/C18:3 844.71  [M+NH4]
+
C14:1/C18:2/C22:3 896.76  [M+NH4]+ Gills
C14:0/C17:2/C19:1 846.73  [M+NH4]
+
C18:3/C18:2 780.55 [M-H]+
Fold change
Altered Metabolites m/z
Mode of 
acquisition
Extract
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6.4.4. Análisis funcional de los metabolitos con niveles alterados en 
glándula digestiva de P. clarkii, posibles biomarcadores de 
exposición a contaminación. 
Metabolitos con propiedades antioxidantes y osmorreguladoras: En la glándula 
digestiva de cangrejos procedentes de las zonas contaminadas PAR y MAT se 
encontraron niveles alterados de varios metabolitos con potente capacidad antioxidante 
como taurina, betaína, colina y carnosina
14
 (Tabla 6.2 y Fig. 6.5). Los cangrejos de ambas 
zonas presentaron niveles elevados de betaína (>2 veces) y taurina (>1.5 veces en 
cangrejos MAT). Sin embargo, los niveles de otros dos metabolitos antioxidantes, 
carnosina y colina mostraron diferente comportamiento dependiendo de la zona. La 
carnosina mostró un aumento >2 veces en cangrejos PAR pero disminuyó fuertemente 
(>9 veces) en los animales MAT; por el contrario, los niveles de colina disminuyeron (>4 
veces) en cangrejos PAR, pero se incrementaron en cangrejos MAT (>1.5 veces). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 6.5. Fold change variation in the digestive gland levels of 
antioxidant/osmoregulator metabolites in P. clarkii crayfish captured at polluted 
sites (data from Table 6.2). 
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La carnosina (β-alanil-L-histidina) es un dipéptido hidrofílico endógeno con 
efectos antioxidativos y protectores, derivados de su capacidad para eliminar radicales 
libres y actuar como quelante de metales de transición como el Cu y de su actividad como 
superóxido dismutasa (SOD) 
15,16
. Esta capacidad inhibe la peroxidación lipídica y la 
carbonilación de proteínas, por lo que la carnosina ejerce un efecto protector de las 
membranas biológicas 
17, 18
 
19, 20
. (Fig. 6.4) Por ello, no es de extrañar que sus niveles se 
vean elevados en glándula digestiva de cangrejos PAR (Tabla 6.2), ayudando al 
mantenimiento de la homeostasis. Sin embargo, se encontró una disminución >9 veces en 
los niveles de este metabolito en los cangrejos MAT, aun cuando su situación de estrés 
oxidativo es muy superior, ya que acumulan una mayor cantidad de metales, incluyendo 
Cu (Cap. 1, Fig.1.1). Estudios recientes 
8
 corroboran, no obstante, estos resultados, que se 
atribuyen al agotamiento de las defensas antioxidantes celulares, un efecto que ha sido 
ampliamente observado tras la exposición a tóxicos, y que causa  una disminución tanto 
en la protección antioxidante enzimática primaria (SOD, catalasa) como en los niveles de 
antioxidantes no enzimáticos 
21
. Las diferencias entre los cangrejos de PAR y MAT 
pueden ser indicativas de la mayor acumulación de metales y otros contaminantes en la 
glándula digestiva de estos último, que llegaron a sobrepasar sus defensas antioxidantes, 
por lo que también observamos mayores daños oxidativos en sus tejidos.  
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 6.6. Carnosine. Structure and functions (adapted from 22 ) 
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La betaína (trimetil glicina) es un osmolito que desempeña un papel importante 
en la protección celular frente al estrés ambiental, protegiendo a las células de toxinas 
como rotenona, cloroformo y otros agentes oxidantes y que sirve como donador de metilo 
en diversas rutas bioquímicas, por lo que se le atribuye una importante función protectora 
frente a patologías cardiacas y hepáticas, tiene efectos antiproliferativos en células 
cancerosas y potencia la respiración mitocondrial contribuyendo a revertir el efecto 
Warburg 
23
. La betaína se transforma en dimetilglicina por reacción con homocisteína, 
catalizada por la betaína-homocisteína metiltransferasa, (Fig.6.7). La dimetilglicina es 
otro importante osmolito en invertebrados, cuyos niveles se alteran como parte de la 
respuesta a estrés osmótico inducida por exposición a metales y otros contaminantes (Cu, 
Cd, DDT) 
24-26
. El incremento observado en los niveles de estos osmolitos en animales de 
PAR y MAT respecto a los animales de referencia, viene a corroborar nuestros datos 
proteómicos y sugieren una activación de esta ruta protectora para paliar los efectos de 
los contaminantes presentes en estas zonas que rodean el Parque Nacional de Doñana. 
La betaína, además, entra en el ciclo del metilo activado, donde actúa como 
donador de metilo en la ruta de remetilación de homocisteína a metionina, para generar el 
agente metilante S-adenosilmetionina 
27
, el mayor donante de grupos metilo en la célula, 
como se comentó antes, participa en numerosas reacciones incluyendo la metilación del 
ADN y la síntesis de fosfatidilcolina, creatinina, carnitina y otros antioxidantes como la 
taurina 
28
, así como en el metabolismo de fosfolípidos y en el mantenimiento de la 
estructura de membranas 
29
 (Fig.6.7). Durante la transferencia del grupo metilo, SAM es 
hidrolizado para dar S-adenosilhomocisteína (SAH) por la S-adenosilhomocisteinasa 
hidrolasa (AHCY), cuyos niveles encontramos elevados a nivel de proteína en la glándula 
digestiva de los cangrejos PAR/MAT (Cap. 5, Tabla 5.5). SAM participa en numerosas 
reacciones, entre ellas la reacción de trans-sulfuración que resulta en la transferencia de 
un grupo sulfuro desde Met a Ser para formar Cys. Esta ruta está conectada con la síntesis 
de glutatión, por lo que la elevación de los niveles de betaína implicaría un potencial 
incremento en la síntesis de este poderoso agente antioxidante.  
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Figure 6.7: Interrelation of choline and betaine with the methionine-homocysteine 
cycle. Arrows indicate the direction of the change detected for these metabolites in 
this study. BHMT: betaine homocysteine methyltransferase, ACHY: adenosyl 
homocysteinase, SAH: S-Adenosyl-homocysteine, SAM: S-adenosyl -methionine  
 
La cisteína es también precursora de taurina, uno de los componentes 
mayoritarios de la bilis, referida como un aminoácido azufrado, a pesar de carecer de 
grupo carboxílico. La taurina se produce por descarboxilación de derivados oxidados de 
la cisteína y desempeña un importante papel en la destoxificación de fase II al, formar 
derivados solubles que pueden ser más fácilmente excretados. Se ha descrito que la 
taurina tiene capacidad para eliminar ROS y reducir la producción de peroxidación 
lipídica y sus productos finales contribuyendo a mantener la integridad de las membranas 
biológicas 
30;
 
31-33
. Este pequeño aminoácido actúa también como neuromodulador del 
sistema nervioso central y como efector cardiovascular, endocrino y metabólico. Distintos 
investigadores han descrito que la taurina protege en muchos órganos frente a la toxicidad 
y el estrés oxidativo provocado por metales pesados y otros compuestos químicos 
33-35 
lo 
que explicaría su incremento en cangrejos procedentes de zonas contaminadas. 
Al ser el mayor donante de grupos metilo en la célula, SAM participa en 
muchas más reacciones incluyendo la síntesis de creatinina y otros compuestos 
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relacionados 
28
 (Fig. 6.8). En los crustáceos decápodos la creatinina es uno de los 
compuestos orgánicos que incorporan para su excreción el amonio generado al final del 
metabolismo del nitrógeno 
36
. La síntesis de creatinina comienza cuando la glicina se 
combina con arginina para formar ornitina y guanidinoacetato. La enzima que promueve 
este primer paso de la síntesis de creatina es la arginina-glicina amidinotransferasa 
(AGAT), que cataliza  la transferencia del grupo amida desde la arginina al grupo amino 
de la glicina generada desde la betaína en la ruta dependiente de la SAM 
37
. El 
guanidinoacetato es metilado por SAM para formar creatina y SAH (S-
adenosilhomocisteína). La creatinina se genera a partir de la creatina que en un paso 
intermedio es fosforilada por la creatina quinasa (CK) y posteriormente en el músculo la 
fosfocreatina se transforma en creatinina por reacción espontánea y es liberada para su 
excreción. La CK es muy susceptible al estrés oxidativo debido a la presencia de un 
grupo sulfhidrilo altamente reactivo (Cys283) que provoca la inhibición de esta enzima 
38
. 
El descenso en los niveles de guanidinioacetato y creatinina en los cangrejos de PAR 
pudiera ser indicativo de una regulación negativa de la síntesis de la creatinina, 
permitiendo así el incremento de grupos metilo disponibles para la síntesis de proteínas y 
los fosfolípidos 
39
 que sustituyan a los dañados por estrés oxidativo (Fig. 6.8). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 6.8 Synthesis of 
guanidinioacetate and creatinine. 
Arrows indicate the direction of the 
change detected for these metabolites 
in this study. 
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La colina es una amina cuaternaria (trimetil-β-hidroxietileamonio) con 
funciones cruciales para las células, cuya oxidación genera betaína. Los niveles de colina 
se incrementaron en animales MAT, lo que estaría en concordancia con los mayores 
niveles de betaína y taurina observados en estos animales. Por el contrario, los niveles de 
colina fueron muy inferiores en animales PAR respecto a los animales de referencia LP, a 
pesar de tener altos los niveles de betaína, como los cangrejos capturados en MAT, 
aunque no de taurina. La colina tiene otras importantes funciones en la célula, siendo su 
principal destino la síntesis de componentes lipídicos esenciales de las membranas 
celulares como son la fosfatidilcolina 
40
 y las esfingomielina, así como de potentes 
mediadores lipídicos como el factor activador de plaquetas y la lisofosfatidilcolina. La 
mayor potenciación de estas rutas en cangrejos de PAR podría explicar la discordancia 
entre los niveles de los distintos metabolitos antioxidantes: colina, betaína y taurina. La 
colina desempeña también un papel clave como precursor del neurotransmisor 
acetilcolina
(41 y ref.que cita)
. Puede ser que la concentración de este metabolito venga también 
determinada por la inhibición de la síntesis acetilcolina (ACh) y/o degradación de PC, 
procesos discutidos en apartados posteriores y totalmente dependientes de la 
contaminación en cangrejos de PAR y MAT. 
Neurotransmisores: La acetilcolina (ACh) está implicada en el proceso químico de 
transmisión del impulso nervioso en las sinapsis. La ACh es una molécula simple 
sintetizada a partir de colina y acetil-CoA por la enzima colina acetiltransferasa (Fig. 6.9) 
en las denominadas neuronas colinérgicas.  Una vez liberada, la ACh debe ser eliminada 
rápidamente para permitir la repolarización de la membrana presináptica. Este paso, la 
hidrólisis de la acetilcolina, es llevado a cabo por la enzima acetilcolinesterasa (AChE) y 
se libera colina y acetato. La colina es recaptada por la neurona presináptica, donde de 
nuevo sirve de sustrato para la síntesis de acetilcolina 
42
.  
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Figure 6.9. Synthesis of acetylcholine from choline and acetyl CoA. Arrows indicate the 
direction of the change detected for these metabolites in this study. 
 
La enzima AChE es fuertemente inhibida por distintos contaminantes 
(organofosforados, carbamatos, metales) lo que conduce a la acumulación de la 
acetilcolina 
43
 y explicaría el incremento de 3 veces en los niveles de ACh en los 
animales capturados en las zonas contaminadas (Fig.6.10), así como la alteración en los 
niveles de colina en los mismos. La ACh juega también un importante papel en muchos 
procesos fisiológicos, incluyendo el control de la inflamación y la modulación para evitar 
un exceso en las respuestas que provocarían graves daños. El incremento de la ACh en 
los cangrejos de PAR y MAT podría inhibir la excesiva producción de citoquinas 
proinflamatorias a través de receptores nicotínicos de la acetilcolina para reducir el daño 
inmunológico y restaurar la homeostasis. Se ha descrito que la ACh restaura el potencial 
de membrana mitocondrial e inhibe las cascadas preapoptóticas, reduciendo así la muerte 
celular y manteniendo la estructura del retículo endoplásmico 
44
. Estos resultados 
concuerdan con los obtenidos en el estudio proteómico (Cap. 5) donde se relacionaba la 
disminución de los niveles de 3-hidroxantranilato 3,4 dioxigenasa (3-HAO) y de glicina 
descarboxilasa (GLDC) en la glándula digestiva de los cangrejos de ambas zonas 
contaminadas con la puesta en funcionamiento de un mecanismo para controlar el 
proceso inflamatorio causado por el estrés oxidativo.  
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Figure 6.10 Fold change variation in the digestive gland levels of neuropeptides in P. 
clarkii crayfish captured at polluted sites (data from Table 6.2). 
 
Los niveles de dopamina (DA) se incrementaron >4 veces en cangrejos 
capturados en MAT. La DA es un neurotransmisor catecolamínico de presencia ubicua 
(incluyendo el glándula digestiva de crustáceos 
45
) que se sintetiza a partir de tirosina y 
que, junto con sus derivados adrenalina y noradrenalina, forma parte de la respuesta a 
estrés en crustáceos 
46
. Hay evidencias de que el metabolismo de DA se asocia con la 
generación de ROS
 (47
 
y ref. que cita)
, pero también numerosos trabajos demuestran que DA 
puede actuar como un antioxidante endógeno que promueve la supervivencia al disminuir 
los niveles intracelulares de ROS y, consecuentemente, retrasar la peroxidación lipídica 
(48 y ref. que cita)
, explicando su incremento en animales contaminados.  
Fosfatidilcolinas: Como se comentó antes, el principal destino de la colina es la síntesis 
de fosfatidilcolinas (PC, 1,2-diacil-sn-glicero-3 fosfocolinas) mediante la ruta de 
Kennedy. El 95 % de la colina celular se utiliza para sintetizar PC, que a su vez sirve 
como sustrato para la síntesis de esfingomielina, y el 5% restante da lugar a 
plasmalógenos y lisofosfatidilcolina 
49
. Las fosfatidilcolinas son los principales 
componentes de las membranas biológicas y juegan un importante papel en la regulación 
del metabolismo celular, trasmisión de señales y mantenimiento de la integridad 
estructural de la célula 
50
.  
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Figure 6.11 Fold change variation in the digestive gland levels of 
phosphatidylcholines in P. clarkii crayfish captured at polluted sites (data from 
Table 6.2) and names of the FA that form part of their structure. 
 
Este trabajo aporta evidencias de que la contaminación, que aumenta 
considerablemente el estrés oxidativo en los glándula digestiva de P. clarkii (Ver 
capítulos anteriores), provoca el descenso significativo de los niveles de PC (Fig. 6.11 y 
Tabla 6.2) en cangrejos capturados en PAR y MAT. Estudios previos coinciden en 
demostrar que la concentración de PC se ve drásticamente reducida en muchas patologías 
donde el estrés oxidativo es un factor importante y de hecho se ha propuesto la 
concentración de PC como indicador de disfunción de las biomembranas o deterioro 
metabólico de las células afectadas 
(51 y ref. que cita)
. Los ácidos grasos polinsaturados 
(PUFA) de las PC son especialmente susceptibles a la peroxidación, convirtiéndose en 
productos oxidados que se eliminan por fosfolipasas, generando ácido fosfatídico y colina 
libre. Así, la disminución del contenido en PC es consistente con el daño oxidativo 
detectado en cangrejos PAR y MAT. 
Glucolisis aerobia: En condiciones normales las células generan energía principalmente 
mediante la degradación oxidativa del piruvato, que es un producto final de la glucolisis y 
cuyo destino es la oxidación descarboxilativa para generar poder reductor que ceda 
electrones a la cadena respiratoria de las mitocondrias. En esta situación, la conversión de 
glucosa a lactato sólo tiene lugar en ausencia de oxígeno (denominado "efecto Pasteur"). 
Por el contrario, en células sometidas a estrés oxidativo la peroxidación lipídica provoca 
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la alteración de las mitocondrias y defectos en la respiración mitocondrial que promueven 
rutas alternativas para la generación de energía. Estas células estresadas metabolizan la 
glucosa produciendo un exceso de ácido láctico incluso en presencia abundante de 
oxígeno, este fenómeno es llamado glucolisis aeróbica o efecto Warburg, característico de 
células cancerosas (proliferativas) (Fig. 6.12) 
52, 53
 y, según diversos estudios en respuesta 
a contaminación 
54, 55
. Se considera que el efecto Warburg surge por un aumento de la 
captación de glucosa y de la glucolisis y/o una baja regulación del metabolismo 
mitocondrial 
(revisado en 56)
. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 6.12. Schematic representation of the differences between oxidative 
phosphorylation, anaerobic glycolysis, and aerobic glycolysis (Warburg effect). In the 
presence of oxygen, nonproliferating (differentiated) tissues first metabolize glucose to 
pyruvate via glycolysis and then completely oxidize most of that pyruvate in the 
mitochondria to CO2 during the process of oxidative phosphorylation. Because oxygen is 
required as the final electron acceptor to completely oxidize the glucose, oxygen is 
essential for this process. When oxygen is limiting, cells can redirect the pyruvate 
generated by glycolysis away from mitochondrial oxidative phosphorylation by generating 
lactate (anaerobic glycolysis). This generation of lactate during anaerobic glycolysis 
allows glycolysis to continue (by cycling NADH back to NAD+), but results in minimal 
ATP production when compared with oxidative phosphorylation. Warburg observed that 
cancer cells tend to convert most glucose to lactate regardless of whether oxygen is 
present (aerobic glycolysis). This property is shared by normal proliferative tissues. 
Mitochondria remain functional and some oxidative phosphorylation continues in both 
cancer cells and normal proliferating cells. Nevertheless, aerobic glycolysis is less 
efficient than oxidative phosphorylation for generating ATP. In proliferating cells, ~10% 
of the glucose is diverted into biosynthetic pathways upstream of pyruvate production. 
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El estudio proteómico realizado en estos cangrejos (Cap. 5) señaló un cambio 
metabólico hacia glucolisis aeróbica en la glándula digestiva de P. clarkii para generar 
energía en un ambiente celular oxidativo, donde, probablemente, las mitocondrias no 
funcionan correctamente debido a la oxidación de los lípidos. Como se ve en la tabla 4, se 
encontraron niveles elevados de glucosa en la glándula digestiva de los cangrejos 
capturados en las dos zonas contaminadas, PAR y MAT, junto con niveles también 
elevados de ACh y dopamina, como se ha discutido anteriormente. Además de las 
funciones anteriormente referidas, estos dos neurotransmisores son también responsables 
de la regulación homeostática de la glucosa. En mamíferos, cantidades elevadas de ACh 
dan como resultado la aceleración en la producción de insulina por parte de las  células β 
pancreáticas, la supresión de la gluconeogénesis y el aumento de la captación de glucosa 
por el hígado 
(57 y ref. que cita)
. En los últimos años, han sido identificados en invertebrados 
péptidos que comparten homologías sustanciales con la insulina de los vertebrados y 
factores de crecimiento similares a la insulina (IGFs), lo que indica un alto grado de 
conservación de los sistemas de insulina / IGF través de la evolución animal. Parece que 
estos péptidos relacionados con la insulina pueden actuar para provocar un incremento 
agudo en el contenido de glucosa libre en ciertos tejidos, como la glándula digestiva 
58
. 
En los crustáceos, la concentración de glucosa en la hemolinfa se controla dentro de un 
intervalo estricto por la secreción equilibrada de varias hormonas que controlan la 
actividad de la denominada Crustacean Hyperglycemic Hormone (CHH). Numerosos 
estudios demuestran que CHH desempeña importantes funciones reguladoras en las 
principales rutas del metabolismo de carbohidratos y se considera una hormona de estrés 
que ocasiona hiperglicemia inducida por exposición a diversos estresantes 
medioambientales
59
. CHH está bajo control dopaminérgico, así que la hiperglucemia 
observada en los animales P. clarkii capturados en zonas contaminadas puede estar 
positivamente relacionada con la elevación de ACh y dopamina en la glándula digestiva 
de estos animales (Tabla 6.2), contribuyendo al cambio metabólico hacia la glucolisis 
aerobia. 
Triacilglicéridos: Durante la glucolisis aeróbica se genera una gran cantidad de piruvato, 
en gran parte por el incremento de la actividad de las enzimas que participan en la ruta 
glucolítica 
56
. Nuestro estudio proteómico demostró la existencia de niveles elevados de 
ALDO en los cangrejos de PAR/MAT (2DE-DIGE) (Cap. 5). Esta enzima, esencial para 
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la glucolisis, cataliza la rotura de 1,6 bifosfato en gliceraldehído 3-fosfato y acelera la 
conversión de glucosa en piruvato. En condiciones normales el piruvato es transportado a 
la matriz mitocondrial para ser convertido en acetil-CoA y entrar posteriormente en el 
ciclo de Krebs, para producir el poder reductor que necesita la cadena respiratoria para 
llevar a cabo la fosforilación oxidativa. En las células bajo glucolisis aeróbica, parte de la 
piruvato permanece en el citosol y se reduce a lactato por la lactato deshidrogenasa 
(LDH) 
56
. Pero estas células también pueden redireccionar el exceso de piruvato hacia la 
síntesis de novo de ácidos grasos (FA). De hecho, cada vez hay más trabajos que 
consideran la alteración del metabolismo lipídico como una de las características de la 
glucolisis aerobia. Diversas enzimas lipogénicas utilizan NADPH y acetil-CoA generado 
en el metabolismo de la glucosa y la glutamina para sintetizar ácidos grasos (FA) y sus 
derivados 
60
. La conversión neta de glucosa a lípidos es dependiente de la capacidad de 
las células para producir acetil-CoA citosólico a partir de citrato mitocondrial por acción 
de la ATP-citrato liasa. Los niveles de esta enzima están marcadamente incrementados en 
células en proliferación, así como lo están la acetil-CoA carboxilasa, que convierte parte 
del acetil-CoA en malonil-CoA, y la sintasa de ácidos grasos, que realiza la condensación 
de acetil-CoA y malonil-CoA para dar lugar a palmitato y otros ácidos grasos saturados 
de cadena larga
 61
. Los FA saturados de cadena larga pueden ser modificados 
posteriormente por elongasas o desaturasas para formar más ácidos grasos más 
complejos, usados en la síntesis de varios otros lípidos celulares como fosfolípidos, 
triglicéridos o esteres de colesterol 
62
.  
Los resultados del análisis proteómico en estos animales (Cap. 5) y los 
resultados metabolómicos aquí expuestos, apoyan que estas vías metabólicas están 
produciéndose en los cangrejos de PAR/MAT. El descenso de los niveles de citrato y el 
incremento de la cantidad de TGA (Fig. 6.13) podrían ser reflejo del flujo de citrato hacia 
el citosol donde las cotas de NADPH se incrementan debido a la generación de isocitrato, 
promovido por los niveles elevados de IDH (Cap. 5) trabajando en un proceso de 
carboxilación reductiva 
63, 64
.  
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Los FA que componen los triglicéridos (TGA) con niveles incrementados en 
glándula digestiva de P. clarkii fueron principalmente de número par con 14-22 C y un 
65% de ellos presentaron insaturaciones. Los más frecuentes fueron los ácidos C14 y 
C18, siendo el mirístico (C14:0) el único FA saturado hallado. Es de destacar la presencia 
de FA de número impar de átomos de carbono, tanto en los TGA como en la PC (Tabla 
6.2), descritos como frecuentes en peces, moluscos y crustáceos 
65
. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 6.13 Fold change variation in the digestive gland levels of triacylglycerides 
in P. clarkii crayfish captured at polluted sites (data from Table 6.2). 
 
Metabolismo de lípidos: Una característica asociada al cambio metabólico hacia la 
glucolisis aerobia es el incremento en la síntesis de lípidos. El acetil-CoA citosólico 
necesario para la lipogéneis parece provenir de dos fuentes. Por una parte, el acetil-CoA 
mitocondrial se condensa con ácido oxalacético en el TCA, formando citrato. El ciclo del 
citrato no funciona plenamente en células donde la glucolisis aerobia se ve incrementada 
y en consecuencia, el citrato es exportado al citoplasma, donde sirve como sustrato para 
generar de nuevo acetil-Coa para la síntesis de lípidos. Por otra, la célula eleva la 
incorporación de acetato como sustrato de la acetil-CoA sintetasa citosólica
66-68
 . La 
disminución de citrato en cangrejos de PAR y MAT corroboraría que esta ruta también 
está activada en estos animales respecto a los controles.   
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Figure 6.14 Fold change variation in the digestive gland levels of lipids 
metabolism molecules in P. clarkii crayfish captured at polluted sites (data from 
Table 6.2). 
 
Sin embargo, el incremento en los niveles de carnitina, acetilcarnitina y 
acetoacetato encontrados en glándula digestiva de cangrejos de MAT (Tabla 6.2) sugiere 
también un aumento de la lipolisis y la cetogénesis (Fig. 6.14). Esto no deja de ser 
sorprendente, dado que es ampliamente aceptado que el malonil-CoA producido por la 
acetil-CoA carboxilasa durante la síntesis de FA inhibe la carnitina palmitoiltransferasa 
(CPT1), enzima que controla la entrada y oxidación de FA en la mitocondria, evitando la 
oxidación de los ácidos grasos recién formados
69
. Además, es de esperar que los daños 
oxidativos a las membranas mitocondriales provocados por la exposición a la 
contaminación afectara también de modo negativo a la β-oxidación de FA 71. Sin 
embargo, estudios recientes sugieren que la síntesis de FA y la oxidación de los mismos 
pueden ser vías simultáneas bajo estas circunstancias metabólicas especiales
70
 y, por lo 
tanto, excepto en casos de daño severo en la mitocondria, la oxidación de los ácidos 
grasos puede ser usada como un aporte extra de energía que permita la supervivencia de 
la célula. En el caso de la glándula digestiva de cangrejos P. clarkii estresados, la 
oxidación de ácidos grasos puede, además, servir como vía de eliminación de los lípidos 
que se encuentren dañados por peroxidación (Cap. 3). La situación de desregulación 
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lipídica en la glándula digestiva de P. clarkii sometido a contaminación ambiental activa 
la cetogénesis, como ocurre en procesos de esteatosis hepática
72
, que convierte el acetil-
CoA derivado de la β-oxidación, en los cuerpos cetónicos acetoacetato y β-
hidroxibutirato (Fig. 6.15)  
 
 
Figure 6.15.  Fatty acid transport into the mitochondrial matrix. The acyl group of 
long-chain acyl-coenzyme A 73, the active form of long-chain fatty acids, is 
transferred to carnitine via  carnitine palmitoyltransferase I (CPT1), forming 
acylcarnitine and generating free coenzyme A. Carnitine palmitoyltransferase II 
(CPT2) regenerates free carnitine by catalyzing the transfer of the acyl group from 
carnitine to coenzyme A. In the mitochondrial matrix carnitine and CoA can drift 
toward Ketogenesis. Arrows indicate the direction of the change detected for these 
metabolites in this study. 
 
Free amino acids: Un grupo importante de metabolitos diferencialmente expresado en 
animales de zonas contaminadas está constituido por aminoácidos. El incremento en los 
niveles de ROS y el consiguiente estrés oxidativo inducen autofagia, un proceso 
homeostático que permite a las células degradar proteínas citoplasmáticas y/o de 
orgánulos celulares dañados
 (52
 
y ref. que cita)
 y lleva a un aumento de aminoácidos libres 
(FAA) en la célula. En este estudio se ha detectado un incremento significativo en los 
niveles de His, Gln, Leu, Phe y Asp en animales MAT, y de Val y Asp en los capturados 
en PAR. Los FAA representan una parte importante del metaboloma de los organismos 
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acuáticos. De hecho, los tejidos de crustáceos contienen cantidades de aminoácidos libres 
aproximadamente diez veces superiores a las de tejidos de mamíferos. Estos FAA 
desempeñan una importante función como efectores osmóticos intracelulares, controlando 
el volumen celular en respuesta a cambios de salinidad y otros diversos estreses 
ambientales 
(74, 75 y referencias que citan).
 Muchos contaminantes son capaces de alterar los 
mecanismos osmorreguladores, ya que causan perdida de iones y otras moléculas 
esenciales. Por ello, la elevación de la cantidad de aminoácidos libres puede convertirse 
en un mecanismo para restaurar la osmolaridad 
76, 77
. En este estudio los cangrejos fueron 
capturados en zonas de similar salinidad, así que las diferencias encontradas en las 
cantidades de FAA pueden suponerse ligadas a perturbaciones en mecanismo 
osmorreguladores causadas por exposición a contaminación. Esta sugerencia se sustenta 
por diversos trabajos que demuestran incremento en los niveles de aminoácidos 
proteogénicos en crustáceos tras exposición a metales y otros contaminantes 
78-83
. Las 
diferencias de incremento de FAA observadas entre animales PAR y MAT puede ser 
causada por la diferencial acumulación de metales en los tejidos de ambos grupos de 
animales. Mn, Cu y Zn se acumularon en mayor cantidad en tejidos de animales MAT, en 
los que también se acumulaba el metal tóxico Cd en cantidades 23 veces superiores.  
La acumulación de Gln en cangrejos MAT puede también relacionarse con la 
situación de estrés que sufren estos animales, ya que es un rasgo característico de células 
proliferativas, que la usan como combustible, transportadora de carbono y nitrógeno entre 
tejidos y molécula señalizadora 
84
. Esta acumulación de Gln explicaría el descenso de 
abundancia de otros aminoácidos (Pro, Ala y especialmente Glu y Arg) (Fig. 6.16) que se 
muestra en la Tabla 6.2. El destino principal de la Gln es hidrolizarse para generar Glu, 
que posteriormente se metaboliza a GSH, Pro, ornitina y Arg, a menos que sea 
catabolizado a CO2 o glucosa. Pero la elevación de los niveles de Gln es capaz de inducir 
la degradación que la convierte en Glu, lo que explicaría la disminución de metabolitos 
generados en pasos posteriores de la vía 
84
. 
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Figure 6.16 Metabolic relationship between Pro, Glu and Arg . Arrows indicate the direction 
of the change detected for these metabolites in this study. 
 
6.4.5. Metabolitos con abundancia diferente en branquias de cangrejos 
P. clarkii capturados en zonas contaminadas. 
El análisis metabolómico de las branquias permitió identificar un menor número 
de metabolitos con abundancia diferente entre los grupos de cangrejos P. clarkii 
estudiados (Tabla 5). Sin embargo, los metabolitos encontrados apuntan hacia las mismas 
alteraciones metabólicas que las encontradas en la glándula digestiva (Tabla 6.2), esto es, 
elevados niveles de glucosa y glucolisis aerobia, incremento de FAA osmorreguladores y 
de neurotransmisores acetilcolina); disminución de dimetilglicina que resulta de la no 
degradación del antioxidante betaína, etc. Resulta llamativa la significativa disminución 
(<11 veces) de los niveles de malato en branquias de animales de PAR y su subida >5 
veces en animales de MAT. El malato actúa como lanzadera para encauzar poder reductor 
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procedente de la glucolisis en la mitocondria, mediante mecanismos de antiporte que 
implican Glu y Asp. En la branquia no se han identificado estos dos FAA, pero si 
asumimos un cambio metabólico similar al de la glándula digestiva y que, por tanto, los 
niveles de Glu son muy bajos en animales PAR, es de esperar que se presenten niveles 
bajos de malato, lo que contribuye por otra parte a evitar la apoptosis y favorecer la 
proliferación y supervivencia celular. 
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6.5. Conclusiones 
 
El estudio recogido en este Capítulo demuestra que los animales procedentes de 
PAR/MAT presentan niveles alterados de diversos metabolitos que indican diferentes 
respuestas celulares al estrés oxidativo. 
Se encontró un aumento de en los niveles de metabolitos con propiedades 
antioxidantes y osmorreguladoras (betaína, taurina) en los P. clarkii de PAR/MAT, lo que 
sugiere la activación de rutas protectoras encaminadas a paliar los efectos del estrés 
ambiental provocado por los contaminantes presentes en estas zonas.  
Se detectó, también, un significativo descenso de los niveles de fosfatidilcolinas 
en cangrejos de las zonas contaminadas, lo que es un indicador de alteración y disfunción 
membranas celulares. 
Los niveles de carnitina, acilcarnitina y acetoacetato encontrados apuntan a 
elevación de β-oxidación, que serviría, tanto como vía de eliminación de los lípidos 
dañados por peroxidación, como para un aporte extra de energía en una situación de 
estrés. En el mismo sentido, y coincidiendo con los datos aportados en el Capitulo 5, se 
encontró un cambio metabólico en los cangrejos de PAR y MAT hacia la glucolisis 
aeróbica, para generar energía en un ambiente celular oxidativo que altera la función 
mitocondrial. Los niveles de acetilcolina y dopamina serían responsables de la elevación 
de los niveles de glucosa encontrados en animales de y del cambio metabólico La gran 
cantidad de piruvato generada en esta vía glucolítica explicaría la elevación de los niveles 
de TGA encontrados en los cangrejos de PAR y MAT. 
También se incrementaron niveles de metabolitos (acetilcolina) que implican 
incremento de actividades enzimáticas (3-HAO, GLDC, Cap. 5) encaminadas a inhibir la 
excesiva producción de citoquinas proinflamatorias y, así, restaurar la homeostasis.  
La intensidad de los cambios observados estuvo íntimamente relacionada con la 
acumulación de metales y los daños oxidativos a lípidos y proteínas en los animales, y los 
resultados corroboran los encontrados en capítulos anteriores, así como las hipótesis 
propuestas sobre los cambios metabólicos y de respuesta a estrés que ocurren en animales 
a consecuencia de la contaminaci 
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CONCLUSIONES GENERALES 
 
 La zona LP y los cangrejos P. clarkii capturados en ella son adecuados para ser 
utilizados como referencia en estudios de contaminación ambiental, por su bajo nivel 
de contaminación por metales pesados. Por el contrario, las zonas de PAR y 
especialmente MAT son sitios altamente contaminados.  
 
 La concentración de metales en glándula digestiva y branquias de P. clarkii refleja la 
existente en los sedimentos de su zona de captura, lo que sustenta la idea de que este 
decápodo es un buen bioindicador de contaminación ambiental por metales.  
 
 La glándula digestiva de P. clarkii es el principal órgano destoxificador y, por ello, 
más adecuado que las branquias para la determinación de biomarcadores, ya que 
acumula mayor cantidad de metales y se ve más afectada que las branquias en 
relación a todos los parámetros determinados en este estudio.  
 
 La acumulación de metales y, posiblemente, otros contaminantes en glándula 
digestiva y branquias de P. clarkii provoca daños oxidativos a biomoléculas en estos 
tejidos, dada la correlación directa encontrada entre concentración de metales 
acumulados y niveles de peroxidación lipídica y carbonilación de proteínas medidos 
en esos órganos.  
 
 Los cangrejos P. clarkii responden a los daños oxidativos cambiando su 
metabolismo a diferentes niveles (señalización redox, los perfiles proteicos y de 
metabolitos) para adaptarse y sobrevivir bajo condiciones de exposición crónica a 
contaminación.  
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 La oxidación de reversible de tioles de algunas proteínas específicas podría formar 
parte de sistemas reguladores que detectan e integran la actividad metabólica general 
de la célula en respuesta a los cambios ambientales.  Este tipo de modificación post-
traduccional podría constituir un mecanismo temprano de respuesta que permite a los 
animales sobrevivir bajo condiciones de estrés oxidativo en zonas contaminadas.  
 
 La integración de resultados bioquímicos, proteómicos y metabolómicos permite 
establecer que la exposición crónica de cangrejos P. clarkii a niveles elevados de 
contaminación causa alteración de muchas funciones fisiológicas relacionadas con la 
defensa frente a estrés oxidativo, como son estrés del retículo endoplásmico, 
inflamación y respuesta inmune, así como alteraciones en el metabolismo energético 
para adaptarse a una situación en que la función mitocondrial se ve comprometida 
por los daños oxidativos a lípidos y membranas biológicas. 
 
 La medida de los niveles de carbonilación de proteínas, la proteómica en general y la 
proteómica redox de cuantificación de disulfuros libres y reversiblemente oxidados, 
así como la metabolómica, constituyen, por sí mismas, unas potentes herramientas 
para la evaluación de los efectos biológicos de la contaminación, siendo adecuadas 
como biomarcadores de exposición de gran utilidad en los programas de vigilancia 
de la salud de los ecosistemas. 
 
 Las proteínas y metabolitos cuyos niveles cuyos niveles resultan alterados en P. 
clarkii por la contaminación ambiental, pueden constituir buenos biomarcadores para 
el control de la calidad ambiental. 
 
 El Parque Nacional de Doñana es un ecosistema sometido a una fuerte presión 
ambiental por las numerosas y crecientes actividades antropogénicas realizadas en su 
entorno, cuyos residuos pueden alcanzarlo a través de los acuíferos que lo riegan, 
poniendo en grave riesgo la salud y supervivencia de los organismos que lo integran. 
 
 
 
  
  
GENERAL CONCLUSIONS 
 
 Lucio del Palacio and the P. clarkii specimens captured at this site can be considered 
as virtually free of metal contamination and hence, adequate to be used as reference 
in environmental pollution studies. In contrast, PAR and especially, MAT, are sites 
heavily polluted by metals.  
 
 The amounts of metals measured in the digestive gland and gills of P. clarkii 
crayfish reflect those quantified in the sediments of their area of capture, reinforcing 
the proposal of this Decapod being a good bioindicator of environmental metal 
pollution. 
 
 Digestive gland of P. clarkii is the main organ of detoxification and, therefore more 
suitable than gills for determining biomarkers, as it accumulated more metals and 
resulted more affected than the gills in relation to all the parameters determined in 
this studio. 
 
 The accumulation of metals, and possibly other contaminants, in the digestive gland 
and gills of P. clarkii causes oxidative damage to biomolecules, as inferred from the 
strong positive correlation found between concentration of accumulated metals and 
the levels of lipid peroxidation and protein carbonylation measured in these organs. 
 
 P. clarkii responds to oxidative damage by changing their metabolism at different 
levels (redox signaling, proteins and metabolites profiles) to adapt and survive under 
conditions of chronic exposure to pollution. 
 
 The reversible oxidation of thiols of some specific proteins might be part of 
regulatory systems that detect and integrate the overall metabolic activity of the cell 
in response to environmental changes. This type of post-translational modification 
could be an early mechanism of response that allows animals to survive under 
conditions of oxidative stress in polluted areas. 
Ricardo Fernández Cisnal. Tesis Doctoral 
268 
 
 The integration of biochemical, proteomics and metabolomics results allows to 
establish that chronic exposure of crayfish P. clarkii to high levels of pollution 
causes changes in many physiological functions related to defense against oxidative 
stress, such as endoplasmic reticulum stress, inflammation and immune response, as 
well as alterations in energy metabolism to adapt to a situation in which the 
mitochondrial function is compromised by oxidative damage to lipids and biological 
membranes. 
 
 The measurement of protein carbonylation, the proteomic approaches, the redox 
proteomics for the quantization of free or reversibly oxidized disulfides, as well as 
the metabolomic methodology, are powerful tools for assessing the biological effects 
of pollution; they form a suitable battery of exposure biomarkers to be used for the 
evaluation of ecosystems health and in monitoring programs. 
 
 The proteins and metabolites whose levels resulted altered in P. clarkii as a 
consequence of pollution might be good biomarkers for environmental quality 
control. 
 
 Doñana National Park is an ecosystem under strong environmental pressure due to 
the numerous and increasing anthropogenic activities carried out in its surroundings, 
whose residues reach the Park through the aquifers that water it, endangering the 
health and the survival of its inhabitants.grave risk to the health and survival of 
organisms in it. 
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